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Uber Rotenon, ein wirksamer Bestandteil der Derriswurzel 
(Derris elliptica Benth.). 


Von 
Sankichi Takei. 
(Aus dem agrikulturchemischen Institut der Universitat Tokio.) 


(Eingegangen am 13. Januar 1925.) 


Einleitung. 


Die neuerdings in Japan als Insektizid eingefiihrte Tuba- oder 
Derriswurzel ist seit langen Zeiten im tropischen Asien als Toeba oder 
Ackertuba bekannt. Die Eingeborenen wuBten schon langst dieselbe 
zum Zwecke des Fischfangs zu gebrauchen, auch als Insektizid oder 
als Pfeilgift zu verwenden. So ist es wohl begreiflich, daB verschiedene 
Forscher seit langerer Zeit ihre Aufmerksamkeit darauf gerichtet haben. 
Wir finden z. B. in den Arbeiten von Nagai und Ishikawa die 
morphologische Beschreibung dieser Pflanze sowie physiologische 
Studien iiber den Giftstoff derselben. Mc Indoo, Sivers und Abott 
haben auch itiber die insektizide Wirkung derselben berichtet. Viele 
bemiihten sich auch, den wirksamen Stoff rein darzustellen und dessen 
chemische Natur aufzukliren. Trotzdem gehen die bisherigen Er- 
gebnisse weit auseinander. Sc haben wir bis jetzt noch keinen Anhalts- 
punkt iiber die chemische Konstitution dieser Substanz. Die ab- 
weichenden Resultate verschiedener Forscher hangen teilweise von 
dem Rohmaterial ab, weil es viele Varietaéten von Derris gibt. Es ist 
auch méglich, daB die Qualitét sowie Quantitat des Giftstoffs vom 
Klima und Boden beeinfluBt werden. Ich will aber nicht auf solche 
Einzelheiten eingehen und méchte nur einige Ausziige tiber die chemi- 
schen Arbeiten, die bisher in dieser Richtung gemacht wurden, er- 
wahnen. 


1. M. Greschojj') hat aus Derris elliptica Benth. einen Giftstoff in 
amorphem Zustande isoliert und ihm den Namen ,,Derrid® gegeben. Nach 


') M. Greschoi{, Ber. 23, 3538, 1890. 
Biochemische Zeitschrift Band 157. l 
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ihm enthielt diese Substanz keinen Stickstoff und gehérte nicht zu den 
Glucosiden, sie war in Alkohol, Ather und Chloroform leicht, in Wasser 


aber schwer léslich, sie schmolz bei 60° und zersetzte sich bei etwa 160°. L : 
Kali wurden Salicylsiure und Protocatechusaure erhalten. 


2. Sillevoldt') hat auch das Greschoffsche ,,Derrid“ isoliert. Es war 
ein gelbes, amorphes Pulver vom Schmelzpunkt 73°, das Fehlingsche 
Lésung nicht reduzierte und drei Methoxylgruppen enthielt. Er gab ihm r 
die empirische Formel C33;H 3)0,._ Ferner konnte er noch eine Substanz 
von der Formel Cy,H gO, in Gestalt gelber Nadeln isolieren, die bei 210 
bis 214° schmolzen. Dieser Kérper wurde von ihm ,,Anhydroderrid“ genannt. 








| 
Die alkoholische Lésung reagierte schwach sauer. Durch Schmelzen mit q 
| . 
| 
| 
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Sillevoldt nahm zwar das Vorhandensein zweier Hydroxylgruppen im ia 
Derrid an, er konnte jedoch kein Acetyl- oder Benzoylderivat desselben | @ 
erhalten. Die Gewinnung eines Phenylhydrazons gelang gleichfalls nicht. i 

3. B. Power*) konnte aus den Wurzeln von Derris uliginosa Benth. ; 


den Giftstoff nicht kristallinisch erhalten. Er isolierte aber das Sillevoldtsche 

,Anhydroderrid“ in Gestalt gelber Kristalle. Ferner hat er die Spaltungs- 
produkte der harzartigen Substanz untersucht und behauptete, daB der 
Giftstoff in der chloroformléslichen Harzsubstanz enthalten ist. 


| 

4. W. Lenz*) hat die Wurzel von Derris elliptica Benth. mit Petro!- 

ather, Ather, Alkohol und Wasser usw. sukzessiv extrahiert; aus dem 

heiBen Benzolextrakt hat er eine kristallinische Substanz vom Schmelz- j 

punkt 158° isoliert, die er ,,Derrin‘‘ nannte. 

5. EF. H. van Hasselt*) hat iiber die physiologische Funktion von 
Derrid berichtet. 

6. Kazuo Nagai*®) hat aus der Wurzel von Derris chinensis Benth. 
farblose tafelférmige Kristalle isoliert und ihnen den Namen ,,Rotenon* 
gegeben. Der Schmelzpunkt derselben war 163°. Sie waren in organischen 
Lésungsmitteln léslich, nicht aber in Wasser und enthielten keinen Stick- 

stoff. Die alkoholische Lésung reagierte neutral. Nach der Elementar- Pi 
analyse wurde dem Stoffe die empirische Formel C,,H,,O; gegeben. Die | 
Molekulargewichtsbestimmung unterstiitzte auch die Richtigkeit dieser 
Formel. Weiter hat er das Phenylhydrazon des Rotenons (Cy. Hg 0,.C, Hg N;) 
vom Schmelzpunkt 243° dargestellt. ; 
7. Takeo Ishikawa®*) isolierte auch aus der Wurzel von Derris elliptica 
Benth. einen Giftstoff in Form farbloser tafelférmiger Kristalle. Er nannte 
diesen Kérper ,,Tubotoxin“.. Der Schmelzpunkt war 163,5°. Er léste sich 
in organischen Lésungsmitteln, nicht aber in Wasser und enthielt keinen 
Stickstoff. Die alkoholische Lésung reagierte neutral. Das spezifische 
Drehungsvermégen in Benzollésung war fap” = — 225,2°. Nach der 
Analyse stimmte die empirische Formel mit C,,H,gO;, was durch die 
Molekulargewichtsbestimmung bestitigt wurde. Er hat ferner das Sille- 








1) Sillevoldt, Arch. f. Pharm. 237, 595, 1899; Nederl. Tijdschr. f. Pharm. 
11, 245—256. 

2) B. Power, Pharm. Arch. 5, 145— 146, 1902; 6, 1—4, 1906. 

%) W. Lenz, ebendaselbst 249, 298—305, 1911. } 

‘) EB. H. van Hasselt, Chem. Centralbl. 1911, I, 247. 

5) Kazuo Nagai, Journ. Chem. Soc. Tokio 28, 740, 1902. 

®) Takeo Ishikawa, Journ. med. Ges. Tokio 31, Nr. 4, 1917. 











er 


Pi 














Rotenon. ° 


voldtsche ,,Anhydroderrid* isoliert. Nach ihm soll sich das Tubotoxin 
gegen Eisessig und konzentrierte Schwefelsiiture anders verhalten als 
Rotenon. 


8. Tatsuo Kariyone und Kenji Atsumi') isolierten aus Derris elliptica 
Benth. eine Substanz, die mit dem Tubotoxin von Ishikawa vollkommen 
identisch war. Die empirische Formel war C,,H,gO;. Die alkoholische 
Lésung reduzierte Fehlingsche Lésung sowie ammoniakalische Silber- 
nitratlésung beim Erwirmen. Es wurden ferner das Phenylhydrazon. 
Cys Hyg O,.Cg Hg N.(Schmelzpunkt 255°), und das Monoxim, C,; H)gO,(C: NOH ) 
(Schmelzpunkt 245°), dargestellt, so daB das Vorhandensein einer Carbony!- 
gruppe in diesem Korper festgestellt wurde. Sie haben auch durch Ace- 
tylierung noch eine Substanz dargestellt, die wahrscheinlich das Diacety|- 
derivat des Tubotoxins war. Sie schmolz unscharf bei 125 bis 155°. F- 
miissen deshalb zwei Hydroxylgruppen in einem Molekiil des Tubotoxins 
existieren. Die Methoxylzahlbestimmung stimmte merkwiirdigerweise 
weder mit einer noch mit zwei Methoxylgruppen, sondern ergab nur 
14, Methoxylgruppen in einem Molekiil. 


Aus oben erwahnten Ergebnissen sieht man, dab das Rotenon 
von Nagai mit dem Tubotoxin von Ishikawa identisch ist. Das Vor- 
kommen einer Carbonylgruppe in diesem Ké6rper ist kaum zu_be- 
zweifeln. Die Methoxylgruppe ist auch sicher vorhanden, aber die 
Existenz von zwei Hydroxylgruppen bedarf weiterer Bestatigung. 
Die von Greschoff berichtete Entstehung von Salicylsiure und 
Protocatechusiure durch Kalischmelze hat bis jetzt noch keine Be- 
stitigung gefunden. 


Eigene Versuche des Verfassers. 


Der Verfasser hat auch aus der Wurzel von Derris elliptica Benth. 
durch Extraktion mit Ather oder Alkohol den wirksamen Bestandtei! 
vom Schmelzpunkt 163° kristallinisch erhalten und konnte bestatigen, 
daB er mit dem Tubotoxin von /shikawa identisch war. Die Ausbeute 
an reinem Produkt betrug 1,5 bis 6 Proz. des Rohmaterials. Es 
kristallisierte als farblose, sechsseitige Téfeln oder Nadeln und hatte 
keinen Geruch und Geschmack. Die Substanz war in organischen 
Lésungsmitteln léslich, aber nicht in Wasser und verdiinnter Siure. 
In kaltem Alkali léste sie sich nicht, beim Erwirmen léste sie sich 
teilweise mit gelber Farbung. Sie enthielt keinen Stickstoff. Die 
alkoholische Lésung reduzierte Fehlingsche Lésung sowie ammoniaka- 
lische Silberlésung. 

Uber die Toxizitat dieser Substanz fiir weibe Ratten wurde fest- 
gestellt, daB bei subkutaner Injektion 0,00125¢ fiir 100g Kérper- 
gewicht die minimale Letaldosis ist. 


1) Tatsuo Kariyone und Kenji Atsumi, Journ. f. Pharm. 1923, 8. 491. 
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Die Analyse stimmte besser mit der Formel C,,H,,O;, so mul} 
die von Ishikawa vorgeschlagene Formel C,,H,,O, aufgegeben werden. 
Das Phenylhydrazon des Rotenons schmolz bei 248 bis 245°, stimmte 
also mit der Angabe von Nagai tiberein. Die Methoxylzah!bestimmung 
hestatigte die Beobachtung von Kariyone, dah 1', Methyoxlgruppen 
in | Molekiil Rotenon vorhanden sind. Ob dies ein Beobachtungs- 7 
fehler ist, muB spater untersucht werden. . 


Durch Einwirkung von konzentrierter Schwefelsiure auf Rotenon 
wurden farblose Nadeln vom Schmelzpunkt 177 bis 178° erhalten. 
Sie enthielten keinen Stickstoff und die Analyse stimmte mit der 
Forme! C,,H,,0;. Die Methoxylzahl war I!,. Es handelt sich also 
um ein Isomeres des Rotenons. Es zeigte keine Toxizitat fiir weiBe ’ 
Ratten. 


Beim Verseifen des Rotenons mit alkoholischem Kali wurden “9 
farblose Nadeln vom Schmelzpunkt 128 bis 129° erhalten. Die Formel 
derselben war Cy)H 903 (/). Die wasserige oder alkoholische Lésung 
reagierte auf Lackmus sauer, und 1 Molekiil derselben brauchte . 
| Molekiil Alkali zum Neutralisieren. Es lag also eine Monocarbon- 
siure vor. Sie gibt mit FeCl, eine violette Firbung, absorbiert Brom : 
aus itherischer Lésung und enthalt keine Methoxylgruppe. So kann ; 
man annehmen, daB dieser Kérper eine Phenolcarbonsaure ist, welche 
eine ungesiittigte Seitenkette im Benzolkern besitzt. Aus dieser Sub- 
stanz wurden wieder durch Kalischmelze farblose Nadeln vom Schmelz- 
punkt 182° erhalten. Diese waren in heibem Wasser loéslich und 
reagierten gegen Lackmus sauer. Beim Erhitzen auf 150 bis 160° 
sublimierten sie und bildeten schéne Nadeln. Die Formel war 
C,yH,,0,. Dieser Substanz gab der Verfasser den Namen ,,Roten- 
siure. Sie gibt eine tiefblaue Firbung mit FeCl,. Das Ca- oder 
Ba-Salz bildete schéne Tafeln oder Nadeln vom Schmelzpunkt 220 
bis 230°. Mit konzentrierter Salpetersiure behandelt, wurde ein 
Nitrokérper C,H,O,.NO, vom Schmelzpunkt 168° als gelbe Nadeln 
erhalten. 


Nach der Literaturangabe hat die Oxy-Mesitylensiure die Forme! 
C,H, 90 , schmilzt bei 180° und gibt eine tiefblaue Farbung mit FeCl,. 
Sie sublimiert auch und bildet ein Ca- oder Ba-Salz. Alle diese Eigen- 
schaften stimmen mit unserem Priparat itiberein. Bei der Mischprobe J 
wurde aber der Schmelzpunkt betrachtlich erniedrigt. Sie bildet ferner 
kein Nitroderivat, also ist sie mit unserem Produkt nicht identisch. 
Wahrscheinlich handelt es sich um ein Isomeres der Oxy-Mesitylen- ’ 
siure. Unter den Dimethyl-oxy-Benzoesiuren von der Formel CyH,90s, 
die mit FeCl, eine blaue Farbung geben, d. h. die Hydroxylgruppe in 
Orthostellung zur Carboxylgruppe haben, sind folgende sechs Isomeren 
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existenzfahig, und von diesen sind drei (I, Il, LIL) schon bekannt, 
wihrend die anderen drei (IV, V, VI} noch unbekannt sind. 


e . Schmelzpunkt Sublimation Reaktion mit FeCl 
HOOC, >CH, 
I. HO 180° sublimiert tief blau 
- CH, 
Oxy-Mesitylensiiure 
CH, 
HOOC 
II. 144° nicht sublimiert tief blau 
HO 
CH, 
° 
HOOC’ SCH, 
Itl. 1age sublimiert tief blau 
al HO. CH, 
CH, CH, 
. HOOCY SCH, HOOC HOOG 
. \ W. Vi, 
: HO HO. OCH, HO. CH, 
| CH, 
: Von den oben angegebenen sechs Strukturisomeren sind I, II, Il 


mit unserem Praparat nicht identisch. Die Formel [V bildet vielleicht 
keinen Nitrokérper, weil die Parastelle gegen die OH-Gruppe besetzt 
ist. In V und VI ist die Parastelle frei, so daB die Bildung von Nitro- 
derivaten méglich ist. So vermuten wir, daB unser Kérper (Rotensiure ) 
¢ entweder Formel V oder VI entspricht. Synthetische Versuche wiirden 
diese Frage entscheiden. 

Es ist dem Verfasser gelungen. durch unmittelbare Kalischmelze 
4 des Rotenons auch dieselbe Substanz (Rotensiure) von der Formel 
(gH, 0, zu gewinnen. Wird Rotenon bei LuftabschluB (unter Durch- 
leitung eines Wasserstoffstroms) mit alkoholischem Kali erhitzt, so 
entstehen in Ather schwer lésliche nadelférmige Kristalle, die, aus 
heiBem Benzol umkristallisiert, bei 209 bis 210° schmelzen. Sie sind 
in Benzol und Chloroform leicht, in Ather und Alkohol schwer und 
in Wasser nicht léslich. Sie lésen sich in heibem Eisessig mit griiner 
Fairbung, reagieren gegen Lackmus neutral und reduzieren ammoniaka- 
lische Silberlésung. Die Analyse dieser Substanz entspricht der Forme! 








CigH,gO05. Sie ist also ein Isomeres des Rotenons. Sie hat keine Gift- 
wirkung auf weiBe Ratten. Durch Einwirkung von Ozon auf Rotenon 
entstand ein sehr unbestandiges Peroxyd, das sich beim Trocknen 
von selbst entziindete. Kochte man diesen Kérper mit Wasser, so 
bildete sich schlieBlich Oxalsiure und es entstand kein bestimmtes 
Zwischenprodukt. 
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Es wurden verschiedene Acetylierungsmethoden ausprobiert, um 
die Hydroxylgruppe im Rotenon nachzuweisen. Es wurde aber kein 
positives Resultat erzielt. Beim Erhitzen des Rotenons mit Essig- 
siureanhydrid im EinschluBrohr wurde zwar eine Substanz von der 
Formel C,,H,g0, als gelbe Nadeln erhalten. Der Schmelzpunkt war 
232 bis 233°. Sie erwies sich jedoch als kein Acetylkérper. 

Weiter wurde versucht, das Rotenon zu methylieren. Durch 
Einwirkung von Diazomethan wurde eine eigenartige Substanz vom 
Schmelzpunkt 116 bis 118° als weiBes amorphes Pulver erhalten. Sie 
gab aber keine Methoxylzahl, obgleich sie mit Jodwasserstoff vom 
spezifischen Gewicht 1,7 bei 140° erhitzt wurde. So hat wahrscheinlich 
keine Methylierung stattgefunden. 

Der Verfasser nimmt deshalb an, daB die Bildung der Acetyl- oder 
Methylderivate durch irgend eine Ursache verhindert sein mub, falls 
die Hydroxylgruppe tiberhaupt im Rotenon vorhanden ist. 

Wird Rotenon in essigsaurer Lésung mit Chromsiure bei 40 bis 50° 
behandelt, so entstehen gelbe Nadeln von der Formel C,gH,gO 5. Sie 
schmelzen bei 232 bis 233°. Sie lésten sich in Alkohol, Eisessig usw. 
Die alkoholische Lésung reagierte neutral und reduzierte ammoniaka- 
lische Silberlésung beim Erwairmen. Die Kristalle lésten sich in alkoholi- 
schem Kali mit rétlichgelber Fiarbung. Sie lésten sich auch in konzen- 
trierter H, SO, mit rétlichgelber Farbung. Sie waren mit der Substanz, 
die durch Essigsiureanhydrid aus Rotenon erhalten wurde, identisch. 
Bei Mischprobe derselben wurde der Schmelzpunkt nicht geandert. 

Wird Rotenon in essigsaurer Lésung mit Chromsaure erhitzt, so 
erhalt man gelbe Nadeln von der Forme! C,,H,,O;. Der Schmelz- 
punkt war 298°. Dieser Substanz gab der Verfasser den Namen 
Rotenonon. Sie war in Alkohol und Essigsaure léslich. Die alkoholische 
Lésung reagierte neutral und reduzierte ammoniakalische Silberlésung 
beim Erwarmen, reduzierte aber Fehlingsche Lésung nicht. Die Sub- 
stanz sublimierte gegen 260°. In Alkali léste sie sich mit gelblichroter 
Fairbung. Sie léste sich auch in Schwefelsiure mit roter Farbung. Die 
Methoxylzahl stimmte weder mit Mono-, noch mit Dimethoxylkérpern. 

Mit alkcholischem Kali verseift, lieferte Rotenonon farblose Prismen 
von der Formel C,,H,gO, mit dem Schmelzpunkt 250°. Sie waren in 
Alkohol und Ather leicht léslich, reagierten auf Lackmus sauer und 
reduzierten ammoniakalische Silberlésung nicht. Sie gaben tiefrote 
Fairbung mit FeCl,. Es ist sehr wahrscheinlich, daB durch Verseifung 
des Rotenonons eine Oxysiure gebildet wird, was bedeutet, dab Rote- 
nonon einen Lactonring hat. Im Rotenon selbst muB die Carbonyl- 
gruppe in Lactonform existieren. 

Bei der Kalischmelze des Rotenonons wurde eine Dimethyl-o-Oxy- 
benzoesiure vom Schmelzpunkt 182° erhalten. Diese Saure wurde 
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vom Verfasser Rotensaure genannt. Sie wurde auch durch Kali- 
: schmelze des Rotenons gebildet. 
Wenn Rotenonon mit Eisessig und Zink reduziert wird. so ent 


= 
stehen farblose Nadeln von der Formel C,,H,g0;. Der Schmelzpunkt 
war 198°. Sie waren leicht oxydabel. 

, Das Ergebnis aus Obenerwihntem ist im folgenden Schema klar 
zu ersehen. Die Ziffern unter den Formeln zeigen den Schmelzpunkt 
der betreffenden Substanzen an. 

' Rotenon 

alk. KOH Cy, Hy, 0; konz. H, SO, 
O,-frei 163° 
: v 
> C,,H,,0, Cy, H,. 0, 
209° 78° 
alk. KOH Cr O, + Eisessig 

-— 40—50° 

Essiganhydrid 

: Con Mae O, 140— 150° y 

| 129° C,H. 0, 
ad 233° 

Kalischmelze Cr O, + Fisessig 

kochend | 

: C,H,O;, <— Kalischmelze C,,H,,0, 

: 182° 298° 

: Rotensaure Rotenonon 

: Mien SEP 

j ' Pa .. CH, alk. KOH Eisessig— Zn 
! HOO’ HOOC — oy 

oder 17 Hig Oo Cy, H,,05 
HO. CH, HO. CH, 250° 198° 
CH, 

' 


Experimenteller Teil. 

1. Darstellung des Rotenons. 

300 g lufttrockenes Pulver von Derriswurzeln wurden im Soxhlet- 
schen Apparat 8 bis 12 Stunden mit Ather extrahiert. Schon wahrend 
der Extraktion begann die Kristallisation des Rotenons am Rande 
des GefiBes, und nach dem Erkalten schieden sich die Kristalle fast 
volistindig aus. Die Ausbeute an Rohkristallen betrug 20g. Nach 
einmaligem Umbkristallisieren aus Alkohol wog das Produkt 18 g. 
. d. h. 6 Proz. des Rohmaterials. Man kann auf diese Weise den Gehalt 
des Rohmaterials an Rotenon annahernd quantitativ ermitteln. 





2. Giftwirkung auf weiBe Ratten. 
Es wurde zuerst vergebens versucht, den weiben Ratten das 
Rotenon per os zu geben. Schon wenn geringe Mengen desselben dem 
Futtermittel beigemengt wurden, verweigerten die Tiere die Nahrungs- 
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aufnahme. Die weiben Ratten scheinen eine grobe Abneigung gegen 
diesen Giftstoff zu haben: es war daher subkutane Injektion erforderlich. ! 
Zu diesem Zwecke wurden 0,1 g Rotenon in 20 ¢ Olivenél gelést und 
nach der Injektion bestimmter Mengen wurden die Vergiftungssymptome 
sowie die Lebensdauer des Tieres beobachtet. Es wurde gefunden: 
0.0025 g Rotenon auf L00 g Kérpergewicht eingespritzt: das Tier 
starb nach 16 Stunden; mit 0,00125¢ starb es nach 26 Stunden: die 
Halfte der letzteren Dosis reichte aber nicht aus, das Tier zu téten. 
So scheinen 0.00125 ¢ beinahe die minimale letale Dosis zu sein. 


a 


3. Analyse des Rotenons. 
Die Rohkristalle wurden zweimal aus heifem Alkohol umkristalli- 
siert. Die farblosen Tafeln oder Nadeln schmolzen konstant bei 163°. 
Sie wurden im Vakuum bei 100° getrocknet und analysiert: 





—_———— 


Substanz CO, H,O by H 
g g 2 Proz. Proz. 
0,1863 O A797 0,0914 70,02 5,45 
0,1873 0,4687 0,0901 69,96 547 
0,1962 0,4995 0,0986 69,78 5,89 
0.1795 0,4570 0,0870 69,47 537 
0,1905 04885 0,0940 69,93 5,48 
01505 0.3837 0,0721 69,45 5,36 
O1751 0.4500 0.0869 70,08 551 
Desosmnet Tie Ca Mase 2 a oe ee te 69,93 5,52 
i 25): re . 68,78 5,73 


Die von /shikawa 


Die Analyse stimmt also besser mit Cy H).Os. 
| vorgeschlagene Formel C\gH,gQ; muB deshalb aufgegeben werden. ‘. 
4. Molekularqewichtsbestimmung. 

Zur Bestimmung des Molekulargewichts wurde das Rotenon in 

Benzol gelést und die Erniedrigung des Gefrierpunkts nach der kryo- 
skopischen Methode ermittelt: 








Substanz Benzol Erniedrigung des , 

- a - “ wa Gefrierpunktes Mol.-Gewicht 

0.1295 21,9 0,090 327,4 

0.1079 21.9 0.075 328.4 
Berechnet fiir (,,.H,,O, ...... 326.0 


5. Phenylhydrazon des Rotenons. 
5g Rotenon wurden mit 7,5 g salzsaurem Phenylhydrazin, 4.2 g 
Natriumacetat und 40 g Alkohol 4 Stunden am RiickfluBkihler erhitzt. 
Das Reaktionsprodukt schied sich in Gestalt gelber Nadeln aus. Sie 
wurden abgesaugt, mit Wasser gewaschen und aus Ather oder Benzol 
umkristallisiert. Aus heiBem Benzol schieden sich die Kristalle zuerst 
als weiBe Nadeln aus: sie enthielten noch Benzol in ihrem Molekiil. 
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Beim Trocknen im Exsikkator verloren sie das Kristallbenzol und die 
Farbe ging in Gelb iiber. Ausbeute 15g. Der Schmelzpunkt war 243 
bis 245°. Er war also etwas niedriger als die Angabe von Kari yon: 
stimmte aber mit derjenigen Nagais gut iiberein. 
Stickstoffbestimmung des Phenylhydrazons : 





Substanz N Atm. Druck Temperatur N 

ry com Proz 

O1718 9.0 762.5 19° 6,01 
0,2030 10.7 74 17 5,97 
Berechnet fiir C,,H,.0,CgH,N, . 2.2 cc cesses es 6,73 


6. Methorylzahl des Rotenons. 
Die Methoxy!zahl wurde nach der Zeiselschen, von Perkin modifi- 
zierten Methode ermittelt: 





Substanz Ag I Methoxylzahi 
e g Proz. 
03082 0.3537 15,17 
0.2220 02605 15,48 
0,2560 03057 15,72 
0.3376 0.3932 15,37 
Berechnet fiir _ ‘is H,,O,(OCH;) ... 9,50 
17 Hy,O,(OCH,), . . . 19,01 


Die seiieainaneen Zahlen stimmten also weder mit der Mono-, 
noch mit der Dimethoxylverbindung, sie fielen gerade dazwischen. 
Diese Tatsache stimmt mit der Beobachtung von Kariyone iiberein. 


7. Einwirkung der konzentrierten Schwejfelsdure auf Rotenon. 

Wird Rotenon in einer kleinen Menge konzentrierter Schwefel- 
siure gelést und die rétlich gefarbte Lésung mit viel Wasser verdiinnt, 
so entsteht ein weiber flockiger Niederschlag. Schiittelt man nun mit 
Ather und lést, nach dem Verdampfen des Athers, den Riickstand aus 
heiBem Alkohol um, so erhalt man schéne Nadeln vom Schmelzpunkt 
177 bis 178°, die in organischen Lésungsmitteln leicht. aber in Wasser 
nicht léslich sind. Sie reduzieren die Fehlingsche Lésung sowie die 
ammoniakalische Silberlésung. Die Analyse dieser Substanz gab 
folgendes Resultat: 





Substanz CO, H,O Cc H 
g g g Proz. Proz. 
0.22352 0.6015 O.L180 69,82 557 
0.1557 04016 00773 70,14 551 
O1911 04924 0.0940 70,03 546 
0.1652 0.4248 0.0843 T7012 5,67 
Berechnet fiir C,.H,.0, .....«e+% 69,93 5,52 


Die Analyse stimmt mit dem unveranderten Rotenon. 
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Die Methoxylzahlbestimmung gab folgendes Resultat: 





Substanz Agl Methyloxylzab! 
s 8 Proz. 
0.1462 0.1735 15,66 
Methoxylzahl des Rotenons. . 2... 15,50 


Diese Substanz. in Olivendl gelést und weiBben Ratten subkutan 
cingespritzt, zeigte keine Giftwirkung. So handelt es sich um ein 


Isomeres des Rotenons. 


8. Verseifung des Rotenons. 

10g Rotenon wurden mit 200 ccm alkoholischem Kali am Riick- 
fluBkiihler 3 bis 4 Stunden erhitzt. Nach dem Erkalten wurde dic 
rétlich braune Fliissigkeit mit Wasser stark verdiinnt und mit Ather 
wiederholt geschiittelt. Die wasserige Lésung wurde jetzt mit Schwefel- 
siiure angesiuert und abermals mit Ather geschiittelt. Die atherische 
Losung wurde mit Wasser gewaschen, mit Natriumsulfat entwassert 
und abgedampft. Die dabei zuriickgebliebene harzartige Masse wurde 
am RiickfluBkiihler mehrere Stunden mit Petrolather extrahiert. Der 
gréBte Teil des Harzes blieb dabei noch ungelést und der Petrolather 
war beinahe farblos, trotzdem hinterblieben beim Abdampfen des 
letzteren 0,5 g farblose Nadeln, welche, aus Wasser umkristallisiert, 
bei 129° schmolzen. Die wasserige Lésung dieser Substanz reagierte 
sauer und gab eine violette Farbung mit FeCl,. Brom in atherischer 
Losung wurde in einigen Stunden entfirbt. Die Methoxylgruppe wurde 
nicht nachgewiesen. 


Analyse dieser Substanz: 





Substanz CO, H,O Cc H 

8 ry x Proz. Proz 
O1015 0.2521 0.0516 67,73 5,64 
0.1939 0.4802 0.0966 67 54 553 
Berechnet file C,.H,.0, . . 6 0 tee 67,46 5.61 


Fiir die Aciditatsbestimmung wurden 0,050 g Substanz in 100 ccm 
gelést und mit n/20 Kalilauge titriert (Phenolphthalein als Indikator): 





Substanz K OH-Lésung KOH 
verbraucht verbraucht 
com & com g 
10 0,005 05 0.0014 
20 0.010 0.95 0.0027 
10 0.005 O5 0.0014 


Durchsehnitt . 


0.005 


05 


0.0014 


Berechnet fiir Cy) H,)0, als Mono-carbon-siure 0,005 0,0015 
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Obgleich der Beobachtungsfehler ziemlich groB ist, so gibt es doch 
keinen Zweifel, daB 1 Molekiil Substanz (C,,H,,O,) mit 1 Molekiil 
KOH neutralisiert wird. Die Substanz C,,>H,gO, muB deshalb als 
eine Monocarbonsiiure betrachtet werden. Wenn die Verseifungs- 
fliissigkeit ohne vorherige Neutralisation mit Ather geschiittelt und die 
atherische Lésung abgedampft wurde, so hinterlieB sie eine harzartige 
Masse, die spiiter naher untersucht werden soll. 


9. Kalischmelze des Rotenons. 


Zu diesem Zwecke wurde das Rotenon mit der dreifachen Menge 
KOH (in Stangen) im Nickeltiegel bei 180 bis 220° geschmolzen. Die 
dadurch entstandene harzige Masse wurde in Wasser gelést und nach 
dem Ansiiuern mit Ather geschiittelt. Der gréBte Teil der Schmelze 
ging dabei in die atherische Lésung iiber. Diese Lésung wurde nach 
dem Waschen mit Wasser mit Natriumsulfat entwiissert und ein- 
gedampft. Der Riickstand wurde nun mit Petrolather extrahiert. Beim 
Vertreiben des Lésungsmittels schieden sich nadelférmige Kristalle aus. 
Dieselben Kristalle wurden auch bei der Dampfdestillation der harz- 
artigen Masse erhalten. Aus heibem wasserigen Alkohol oder wasserigem 
Aceton umkristallisiert, schieden sich die Kristalle als farblose Nadeln 
aus. Sie fingen bei 160° allmahlich an zu sublimieren und schmolzen 
bei 182°. Sie sind in Wasser schwer, in Alkohol und Aceton aber leichter 
léslich. Die alkoholische Lésung reagiert sauer und gibt eine tiefblauc 
Firbung mit FeCl,. Man erhalt dieselbe Substanz auch durch Kali- 
schmelze des Verseifungsprodukts (C,,H,)03,) des Rotenons vom 
Schmelzpunkt 129° 


Analyse dieser Substanz: 





Substanz co, H,O Cc H 
& ry ra Proz. Proz. 
0.1590 03812 0,0776 65,38 5A2 
0.1882 04495 0,0930 65,15 549 
Borecmnet fir C.H.O.. . 2c ccvsce 65,45 545 
” SS ae ae eee 65,05 6.02 


Es wurde eine Nitroverbindung dieser Substanz dargestellt, indem 
sie in Aceton gelést und mit konzentrierter Salpetersiure tropfen- 
weise versetzt wurde. Die gelbe Fliissigkeit wurde mit Wasser ver- 
diinnt. Es entstand dadurch ein amorpher Niederschlag des nitrierten 
Produkts, welcher in Ather gelést und nach dem Verdampfen des 
Athers aus heiBem Alkohol umkristallisiert wurde. Es _resultierten 
schéne gelbe Nadeln vom Schmelzpunkt 168°. 








12 Ss. Takei: 


Stickstoffbestimmung des Nitrokérpers. 





Substanz N Atm. Druck Temperatur N 
zg com Proz. 
0.0606 34 768, 1 15° 6,59 
Remeommet Tir CTOs... see ee et whe He 6,63 
eS 8,  * enr 10,98 


Die Analyse stimmt mit dem Mono-Nitroderivat des Cy Hyg Os. 

Aus obenerwahnten Resultaten sieht man, dab die vom Verfasser 
erhaltene Substanz der empirischen Formel CyH,,0, entspricht. Es 
wurde ferner gefunden, daB diese Substanz mit Dimethyl-o-Oxybenzoe- 
siure (Oxy-Mesitylensiiure), CyH,,O,, groBe Ahnlichkeit hat. Héchst- 
wahrscheinlich ist sie ein Isomeres der Oxy-Mesitylensiure. 

Obgleich die Analyse dieser Substanz auch mit CgHgQ, ziemlich 
gut stimmt, so zeigen doch die drei Isomeren von der Formel C,H,Q,, 
Brenzcatechin, Resorcin und Hydrochmon, ganz andere Schmelz- 
punkte. In anderen Eigenschaften waren sie auch von unserer Substanz 
ganz verschieden. 

Ks wurden ferner die Calcium- und Bariumsalze dieser Substanz 
dargestellt, indem sie mit Calcium- oder Bariumcarbonat gekocht und 
abfiltriert wurden. Beim Stehen schieden sich aus der klaren Fliissigkeit 
nadel- oder tafelférmige Kristalle des Calcium- bzw. Bariumsalzes aus, 
die bei 210 bzw. 220° zu einer schwarzen Masse schmolzen. 


10. Verseijung des Rotenons bei Luftabschlug. 

Um die Verseifung des Rotenons bei LuftabschluB auszufiihren, 
wurde wahrend des Erhitzens ein Wasserstoffstrom durchgeleitet. 
Nach einigen Stunden wurde das Reaktionsprodukt ebenso behandelt. 
wie oben beschrieben ist, und man erhielt in Ather schwer lésliche 
Nadeln vom Schmelzpunkt 209 bis 210°, welche in Wasser und Alkohol 
schwer, in Chloroform, Schwefelkohlenstoff oder in Benzol léslich 
waren. Sie lésten sich in heiBem Eisessig mit griimer Farbung. 


Analyse dieser Substanz: 





Substanz CO, H,O Cc H 
g g g Proz. Proz, 
0.2138 O5475 0.1050 69,83 545 
Berechnet fiir C,.H,.0; . .....-e- 69.93 5,52 


Es war ein Isomeres des Rotenons und zeigte keine Giftwirkung 


auf weiBe Ratten. 
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11. Einwirkung von Diazomethan auf Rotenon. 


Wenn man 0,5 g Rotenon und 20 cem Ather in einer Druckflasche 
mit einer atherischen Lésung von Diazomethan, die aus 3 ccm Nitroso- 
methylurethan erhalten wurde, bei Zimmertemperatur zwei Wochen 
stehen laBt oder 4 Stunden bei 80° erhitzt, so entsteht ein flockiger 
Niederschlag, welcher, vom Ather abfiltriert, ein weibes Pulver bildet 
Es lést sich in heiBem Toluol und scheidet sich beim Erkalten wieder 
als ein flockiger Niederschlag aus, ohne kristallinisch zu werden. Der 
Schmelzpunkt war 116 bis 118°. Da die Substanz, mit HI (spezifisches 
Gewicht 1,7) allein oder mit Essigsiureanhydrid bei 140° erhitzt, keine 
Reaktion gab, so handelt es sich um kein Methylierungsprodukt. 


12. Einwirkung von Essigséureanhydrid auf Rotenon. 


5g Rotenon wurden mit 20g Essigsiureanhydrid im Einschlub- 
rohr bei 140 bis 150° 2 Stunden erhitzt. Nach dem Erkalten schieden 
sich gelbe Nadeln aus, die, aus Eisessig umkristallisiert, bei 232 bis 233° 
schmolzen. Ausbeute 1,5 g. Sie wurden im Vakuum bei 100° getrocknet 
und analysiert. 





Substanz co, H,O c H 
g g g Proz. Proz. 
0,156 0,3985 0,0689 69,35 4.88 
Berechnet fiir C,,H,,O, ........-. 69,23 5,12 


Methoxylbestimmung: 





Substanz Agl Methoxylzab! 
g g Proz. 
0.3380 03990 15,58 
Berechnet fiir : ‘ H,,0,(OCH;).... 9,80 
‘eH,O,(OCH,), ... 19.60 


13. Oxydation des Rotenons mit Chromsdure (bei niederer Temperatur }. 


5g Rotenon wurden in 150 cem Eisessig gelést und bei 40 bis 50° 
mit einer Lésung von 10g Chromsiure in 300 ccm Eisessiglésung 
tropfenweise unter Umriihren versetzt. Die Operation dauerte 4 Stunden. 
Durch Zusatz von viel Wasser entstand ein gelber Niederschlag, welcher 
abgesaugt und nach dem Trocknen wieder aus heibem Eisessig oder aus 
Alkohol umkristallisiert wurde. Die feinen gelben Nadeln hatten die 
Formel C,,H,,0; und schmolzen bei 233°. Diese Substanz war mit 
derjenigen, die durch Einwirkung von Essigsiureanhydrid auf Rotenon 
erhalten wurde, identisch. Bei Mischprobe derselben blieb der Schmelz- 
punkt unverandert. 











14 S. Takei: 
Analyse: 
Substanz CO, H,O Cc H 
2 g g Proz. Proz. 
01657 0.4200 0.0755 69,12 5.06 
Berechnet fiir C,,H,.0, . ..+.2s2-s 69,23 5,12 


14. Oxydation des Rotenons mit Chromsdure (bei héherer Temperatur ) 
5g Rotenon wurden in 150 ccm Eisessig gelést und kochend mit 
einer Chromsaure-Eisessiglésung (10 g in 300 ccm) tropfenweise unter 
Umriihren versetzt. Die Operation dauerte 6 Stunden. Der grébte 
Teil der Essigsaure wurde dann abdestilliert. Beim Erkalten des Riick- 
stands schieden sich gelbe Nadeln aus, die, aus Eisessig umkristallisiert 
bei 298° schmolzen. Ausbeute 1,5 g. 





| Analyse: 
Substanz CO, H,O Cc H 
¢ zg g Proz Proz. 
01335 03355 0,0573 68,53 4,76 
0,1459 0,3655 00642 68,32 4.88 
Berechnet fiir C,,H,O;, ........-. 68,42 4,68 


Methoxylbestimmung des Rotenonons. 
Mit HI (spezifisches Gewicht 1,7) allein bei 140° erhitzt. gab 
Rotenonon keine Reaktion. Nach Zusatz von Essigsiureanhydrid 
ergaben sich folgende Zahlen: 





Substanz Ag I Methoxylzahl 
g g Proz 
0.2245 0,2740 16,11 
Berechnet fiir C 16 Hy,0,(0C ae <= % 10,26 
C,;H,0,;(OCH;), .. . 20,52 


Die Zahl stimmte abermals weder mit der Mono- noch mit der 
Dimethoxylverbindung. 


15. Verseifung des Rotenonons. 
5g Rotenonon wurden mit 300cem 5proz. alkoholischem Kali 
4 bis 5 Stunden auf dem Wasserbad erhitzt. Nach dem Abdestillieren 
des Alkohols wurde mit Wasser verdiinnt und mit Salzsaure angesiuert. 


Der dabei ausgeschiedene Niederschlag wurde in Ather aufgenommen. 


Nach dem Verdampfen des Athers wurde der Riickstand aus heiBem 


Kisessig umkristallisiert. So erhielt man farblose Nadeln vom Schmelz- 


punkt 250°. Ausbeute 2 g. 
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Analyse : 
Substanz CO, H,O Cc H 
' ; g g 8 Proz. Proz. 
: 0.1827 0.4319 0.0837 64,47 5,08 
0.1580 0.3759 0.0730 64.31 5,12 
Berechnet fiir C,.H,.0, .... ssc 64,55 5,06 


Kalischmelze des Rotenonons. 

Rotenonon wurde mit der dreifachen Menge K OH in einem Nickel- 
: tiegel im Olbad erhitzt: bis 200° trat keine merkbare Verinderung ein, 
bei 230 bis 240° wurde die Masse aber allmahlich braunschwarz unter 
Schaumentwicklung. Die Temperatur wurde bis 250° gesteigert, wo die 
Reaktion beendet war. Die Schmelze wurde nun in Wasser gelést, mit 
Schwefelsiure angesiuert und mit Wasserdampf abdestilliert. So 
erhielt man farblose Nadeln vom Schmelzpunkt 182°. Diese Substanz 
hatte die Formel C,H,,0, und war mit Rotensiaure, die aus Rotenon 
durch Kalischmelze erhalten wurde, identisch. 





16. Reduktion des Rotenonons. 

3g Rotenonon wurden in 200g Eisessig gelést und kochend mit 
5 g Zinkstaub portionsweise versetzt. Es entwickelte sich dabei lebhaftes 
Schiumen, und die Lésung entfarbte sich allmahlich, bis sie endlich 
fast farblos wurde. Man filtrierte nun rasch vom Zink ab und ver- 
diinnte das Filtrat mit viel Wasser. Der dadurch entstandene flockige 
Niederschlag wurde abgesaugt und in 30 ccm heiBbem Eisessig gelést. 
Nach dem Erkalten schieden sich farblose Nadeln vom Schmelzpunkt 
198° aus. Ausbeute 1,0 g. 

Diese Substanz war leicht oxydabel, so dab ihre alkoholische oder 
o Kisessiglésung bei lingerem Erhitzen braun gefirbt wurde. 

Fiir die Analyse wurde sie im Exsikkator tiber Schwefelsiure 
24 Stunden getrocknet. 











; Substanz co, H,O Cc H 

; & e 8 £ 

i 

' 0,1629 04084 0.0817 68.37 557 
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Berechnet fiir C,,H,,.O, ......-.-+.-. 68,00 











Untersuchungen iiber extrahepatogene Gallenfarbstoffbildung 
an iiberlebenden Organen. 


Il. Mitteilung: 
Untersuvhungen an iiberlebender Milz. 


Von 


Z. Ernst und B. Szappanyos. 


(Aus der I. medizinischen Klinik der k. ungarischen Pazmany-Péter- 
Universitat in Budapest.) 


(Eingegangen am 17. Januar 1925.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


Viele Beobachtungen und Experimente stehen nicht im Einklang 
mit der Lehre Naunyns, nach der sich das Gallenpigment ausschlieBlich 
in der Leber bildet. Es ist z. B. die Beobachtung H. v. d. Berghs (1), 
daB bei perniziéser Animie die Milzvene mehr Bilirubin enthalt, als 
die Arterie, schwer anders zu deuten, als daB sich in der Milz Bilirubin 
bildet. Leschke (2), Guillan-Troisier (3), H.v.d. Bergh haben bewiesen, 
daB sich auch in serésen Hoéhlen Bilirubin bilden kann. Die gelbe Farbe 
des Liquors nach meningealen Blutungen ist auch durch eine lokale 
Bilirubinbildung bedingt. Whipple und Hooper (4) konnten bei Hunden, 
deren untere Kérperhilfte und somit auch die Leber aus der Blut- 
zirkulation ausgeschaltet war, durch intravenése Infusion von hamo- 
lysiertem Blute Icterus hervorrufen. Es ist also sehr wahrscheinlich, 
daB sich Bilirubin auch ohne Mitwirkung der Leber bilden kann. Aller- 
dings ist dies noch immer nicht exakt bewiesen, da eine Mitwirkung 
der Leber bei den erwaihnten Versuchen nicht mit vdélliger Sicherheit 
auszuschlieBen ist. DemgemaB ist die Theorie der extrahepatogenen 
Bilirubinbildung mit groBem Vorbehalt aufgenommen worden. Ein 
endgiiltiger Beweis fiir die extrahepatogene Bilirubinbildung kénnte 
nur dann erbracht werden, wenn es méglich wire, zu zeigen, daB von 
der Leber véllig isolierte Organe Bilirubin produzieren kénnen. Dies 
zu entscheiden, ist die Untersuchung an isolierten tiberlebenden Organen 
geeignet. Natiirlich ist keine Entscheidung gebracht, wenn Bili- 
rubinbildung auf diese Weise vermiB®t wird, da tiberlebende Organe 
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einzelne ihrer Funktionen einbiiBen kénnen. Wenn aber bei einem 
isolierten iiberlebenden Organ Bilirubinbildung beobachtet werden kann, 
so ist das als direkter Beweis einer extrahepatogenen Bilirubinbildung 
zu hetrachten. 

Wir haben im Jahre 1921 diesbeziigliche Versuche ausgefiihrt 
Wie schon damals in einer vorlaufigen Mitteilung (5) kurz berichtet 
wurde, fanden wir, daB die iiberlebende, mit Blut durchstrémte Hunde- 
milz Gallenpigment produziert. Seitdem wurden noch weitere Ver- 
suche an tiberlebender Milz mit demselben Ergebnis ausgeftihrt. AuBer- 
dem fiihrten wir verschiedene Kontrollversuche aus zur Untersuchung 
der supponierten Versuchsfehler, sowie auch Versuche an anderen 
iiberlebenden Organen. In der Folge berichten wir von diesen Ver- 
suchen. 


Versuchsanordnung. 


A. Allgemeine Beschreibung. Die Milz wurde isoliert und nach 
Einfiihrung von Kaniilen in die Art. und Vena lienalis mit Blut kiinstlich 
durchstrémt. Die Isolierung wurde méglichst schnell durchgefiihrt, 
damit die Unterbrechung der Blutversorgung nur kurze Zeit dauern 
soll. Die Durchstrémung mit Blut kann auf zweierlei Wegen geschehen. 
Entweder wird immer frisches Blut durch das Organ geleitet, oder es 
wird eine kiinstliche Zirkulation aufrechterhalten. Wir wihlten die 
letztere Methode, weil wir es fiir unwahrscheinlich hielten, daB schon 
nach einer einmaligen Durchstrémung des Blutes durch die Milz eine 
Erhéhung der Bilirubinkonzentration im vendsen Blute nachweisbar 
wire. Bei der Zirkulationsmethode wird das venése Blut nach Arteria- 
lisierung wieder durch die Milz geleitet, und dadurch kénnen wir er- 
reichen, da der Bilirubingehalt des Blutes durch Kumulation der von 
der Milz nach und nach abgegebenen kleinen Bilirubinmengen stark 
ansteigt. Das Durchstrémungsblut verdiinnten wir in den ersten Ver- 
suchen mit Ringerlésung, wihrend wir bei den spiateren Versuchen 
unverdiinntes defibriniertes Blut verwendeten. Ein kleiner Teil des 
zur Durchstrémung benutzten Blutes wurde am Anfang des Versuchs 
himolysiert. Dies hatte folgenden Zweck: Das Bilirubin wird aus 
Hamoglobin gebildet. Die Milz kann vielleicht auch das Himoglobin 
der roten Blutkérperchen aufarbeiten, wir supponierten aber, dal 
Bilirubin leichter oder vielleicht in gréBerer Menge gebildet wird, 
wenn in dem zur Durchblutung dienenden Blute auch freies Himo- 
globin vorhanden sein wird. Letzteres erreichten wir dadurch, dab 
wir einen Teil des Blutes mit destilliertem Wasser himolysierten. 
Nach der Himolyse isotonisierten wir das Blut durch Zugabe einer 
entsprechenden Menge zehnfach konzentrierter Ringerlésung. 
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Der Bilirubingehalt des Blutes wurde am Anfang und am Ende 
des Versuchs bestimmt, zur Feststellung dessen, ob wiihrend des Ver- 
suchs Bilirubin produziert wurde oder nicht. 


B. Durchstrémungsapparal. Wir verwendeten den von Brodie kon- 
struierten Apparat. Den Apparat beschreiben wir hier nicht, sondern 
verweisen auf Fr. Miillers Beschreibung in Abderhaldens Handb. d. biochem. 
Arbeitsmethoden 3, 1. Wir beschreiben nur zwei kleinere, in unseren Ver- 
suchen sich als zweckmiBig erwiesene Abanderungen. 1. Die erste bezieht 
sich auf die Schaiumungsvorlage. Bei der Arterialisierung des vendsen 
Blutes durch Sauerstoff entsteht viel Schaum. Dieser wird im urspriing- 
lichen Brodieschen Apparat in einer Schiumungsvorlage aufgefangen. 
Das verschiumte Blut geht natiirlich fiir die Zirkulation verloren. Schon 

bei langsamem Sauerstoffstrom wird vom Blut- 

“a, reservoir so viel Blut in Schaumform weggefiibrt, 

i \ daB die urspriinglich vorhandene Blutmenge 
schon in | bis 2 Stunden sichtbar  verringert 
wird. Um dies zu verhindern, miissen wir die 
Schiumungsvorlage so anbringen, daB das Blut, 
welches sich nach Zusammenfallen des Schaumes 


ansammelt, wieder méglichst automatisch 
in das Blutreservoir zuriickflieBt. Unsere dies 
bezweckende Einrichtung war _ folgende. Als 


Schiumungsvorlage benutzten wir einen Jenenser 
Rundkolben von 3 Liter Inhalt, welcher mit der 
Offnung nach unten iiber dem Blutreservoir an- 
gebracht war. (Abb. 1). Die Offnung des 
Kolbens wurde mit einem dreimal durchbohrten 
Gummipfropfen verschlossen. In diesem waren 
drei Glasréhren angebracht, deren zwei zu dem 
Blutreservoir, eine zum ,,Maximumventil™ fiihrte. 
Der Apparat funktionierte folgendermaBen. Durch 
das Rohr d wurde Sauerstoff in das Reservoir 
geleitet, und nachdem es durch das Blut perlite, 
Abb. 1. gelangte es mit dem entstandenen Schaum durch 

das kurze dicke Rohr a in die Schiéumungs- 

vorlage. Von hier entwich der Sauerstoff durch das Rohr ¢ nach dem 
.Maximumventil’. Der Schaum blieb im Kolben zuriick. Das durch 
Zusammensintern des Schaumes sich sammelnde Blut floB durch das 
enge und bis auf den Boden des Reservoirs reichende Rohr 6 in das 
Reservoir zuriick. Mit dieser Einrichtung wurden die durch Wegschiumung 
verursachten Blutverluste Werhindert. 2. Die zweite Abanderung am 
Apparat war, daB wir in der venésen Leitung einen negativen Druck aufrecht- 
erhielten, um den AbfluB des Blutes aus der Milzvene zu erleichtern. 
Damit wir die Einrichtung zur Erreichung des negativen Druckes kurz be- 
schreiben kénnen, miissen wir auf die schematische Abbildung des Brodie- 
schen Apparates in der vorher zitierten Arbeit verweisen (Abderhalden 38, 
l, 8S. 352, Abb. 107). Auf jener Zeichnung ist das venése Sammelgefab 
mit dem Buchstaben B bezeichnet. Zum venésen SammelgefiB ist ein 
Bellowrecorder geschaltet. An Stelle dieses Recorders haben wir an unserem 
Apparat in der auf Abb. 2 sichtbaren Weise ein Wasserventil angewendet. 
Der Gang der zum Apparat gehérenden Pumpe wurde so reguliert, daB 
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dieselbe auBer dem zuflieBenden Blute auch noch Luft absauge. Dadurch 
entsteht im SammelgefaiB ein negativer Druck, dessen G1é8e durch das 
Wasserventil C reguliert wird und durch die venése Leitung eine Saugkraft 
auf die Milzvene ausiibt. In unseren Versuchen hielten wir meistens einen 
negativen Druck von 5 bis 6em Wassersiiule aufrecht. 

Die Regulierung der Strémungsgeschwindigkeit wurde fortgelassen. 
Die Strémungsgeschwindigkeit bestimmten wir einfach, indem wir von 
Zeit zu Zeit die Bluttropfen zahlten, die in einer Minute den in die arterielle 
Leitung eingeschalteten Tropfenzihler durchliefen. Die TropfengriBe 
wurde vorher ein fiir allemal bestimmt. Mit Hilfe der Tropfenzahl und 
-gréBe konnten wir zu jeder Zeit die Strémungsgeschwindigkeit berechnen. 
Abgesehen von diesen Einrichtungen, wurde an dem Apparat keine wesent- 
liche Abianderung getroffen. 

Die Durehstrémung geschah am Anfang des Versuchs unter einem 
arteriellen Druck von 60 bis 70mm Hg. Die Strémungsgeschwindigkeit 
war bei diesem Druck 4 bis 8 cem pro Minute. Nach | bis 2 Stunden stieg 
die Strémungsgeschwindigkeit allmaéhlich an, wahrscheinlich infolge der 
Erweiterung der Kapillaren. Nun wurde der | 
arterielle Druck mittels des Maximumventils ( 
langsam auf 40, des éfteren sogar auf 30 mm Hg | 
verringert. Dabei blieb die —urspriingliche 
Strémungsgeschwindigkeit erhalten. 


C. Als Versuchstiere gebrauchten wir Hunde. 
Der Hund zeigte sich zu diesen Versuchen als 
besonders passendes Objekt aus folgenden Griinden. 
Das Hundeblut enthalt unter normalen Verhilt- 
nissen nie — auch in Spuren kein — Bilirubin 
(H. v.d. Bergh), wihrend das Blut anderer Tiere 
auch im normalen Zustande oft eine ansehnliche 
Menge Bilirubin aufweist. Diese Tatsache er- Abb. 2. 
leichterte uns den Nachweis einer eventuellen 
Bilirubinbildung. Wir hatten namlich einfach nur qualitativ nachzuweisen, 
daB in dem vor dem Versuch bilirubinfreien Durchstrémungsblut nach der 
Durchstrémung Bilirubin vorhanden war. Bei Tieren hingegen, deren 
Blut auch normalerweise Bilirubin enthalt, ist diese Aufgabe schwerer, 
denn dort wire eine eventuelle Bilirubinproduktion nur durch quantitative 
Messungen zu beweisen. Die quantitative Bestimmung ist aber besonders 
bei so geringen Konzentrationen ziemlich ungenau auch mit der sich am 
besten bewiihrten und empfindlichsten H. v.d. Berghschen Diazoreaktion 
(s. unten). Das Hundeblutserum enthalt auch keine anderen stérenden 
Farbstoffe (Lipochrom), wovon wir uns iiberzeugen kénnen, wenn wir 
es mit der drei- bis vierfachen Menge Alkohol schiitteln und filtrieren. 
Das Filtrat ist immer farblos oder kaum merkbar gelblich. Als weiterer 
Vorteil erwies sich auch im Laufe der Versuche, daB auch das Hundefett 
keinen gelben Farbstoff enthalt. Nur diesem Umstand ist es zu verdanken, 
daB wir die Gelbfirbung des Fettgewebes erkannten, die, durch das Bili- 
rubin bedingt, im Laufe des Versuchs auftrat und die wir nicht hatten 
beobachten kénnen, wenn das Fett urspriinglich gelb gewesen ware. 

Die Versuchstiere hungerten 16 bis 18 Stunden vor dem Experiment, 
nur Wasser bekamen sie frei zu trinken. Wie andere Autoren, konnten auch 
wir infolge des niichternen Zustandes 6fters eine mi&Bige Bilirubinurie 
beobachten. Im Blute war aber auch in diesen Fallen kein Bilirubin vor- 
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handen, was der groBen Harnfahigkeit des Bilirubins beim Hunde zuzu- 
schreiben ist. 

D. Ausfiihrung der Versuche. In die Carotis wurde unter Ather- 
morphinnarkose eine Kaniile eingefiihrt und durch diese 200 bis 300 cem 
Blut entnommen. Das Blut wurde durch Schiitteln mit Glasperlen 
defibriniert und durch Gaze filtriert. Ein Teil des Blutes dient zur 
Fillung des Durchstrémungsapparats, der andere zur vorherigen 
Durchspiilung der Milz, um das fibrinogenhaltige Blut vollstandig zu 
entfernen. Unsere ersten Versuche versagten nimlich darum, weil 
wir die isolierte Milz sofort in den Durchstrémungsapparat brachten. 
Das aus der Milz flieBende fibrinogenhaltige Blut koagulierte bald in 
der venésen Leitung und verhinderte die Fortsetzung des Versuchs. 
Zur vorherigen Durchspiilung benutzten wir folgende, einem Infusions- 
apparat ahnliche Anordnung. Wir brachten das Blut in einen 300 ccm 
fassenden Zylinder. Dieser Blutbehalter stand in einem breiteren, mit 
warmem Wasser gefiillten Blechzylinder. Das Ganze war 1m hoch 
iiber dem Arbeitstisch angebracht und setzte sich nach unten in ein 
1 m langes Gummirohr fort, das unten in der Arterienkaniile endete. 
Vor die Kaniile war noch ein Blischenfinger eingeschaltet. Der Blut- 
behalter, das Gummirohr und die Kaniile wurden mit 100 bis 150 cem 
defibriniertem Blut angefiillt, dann das Gummirohr mit einer Klemme 
abgesperrt. Nach diesen Vorbereitungen befreiten wir die Milz, banden 
die von der Milz zu dem Magen und zum Netz fiihrenden BlutgefiBe 
ab, praparierten die Milzarterie sauber heraus und fiihrten einen Faden 
unter derselben durch. Wahrend des ganzen Vorganges wurde darauf 
geachtet, daB die Zirkulation der Milz ungestért sei. Die Milz wurde 
mit Kompressen gegen Abkiihlung geschiitzt. Sodann wurde die Art. 
und Vena lienalis proximal von dem oben erwaihnten Faden durch- 
schnitten. Die so isolierte Milz wurde sofort in eine mit kérperwarmer 
physiologischer Kochsalzlésung gefiillte Schale gebracht, und die 
Kaniile des Vorspiilungsapparats wurde in die Arterie eingefihrt. 
Die Durchspiilung wurde sofort begonnen und so lange fortgesetzt, 
bis 30 bis 40 cem Blut die Milz passiert haben. Danach wurde auch 
in die Vene eine Kaniile gebunden, die Arterienkaniile von dem Vor- 
spiilungsapparat getrennt und nun die Milz in den vorher gefiillten 
Durchstrémungsapparat gelegt, die zweite Kaniile an ihre entsprechenden 
Leitungen angepa®t und die Durchstrémung sofort begonnen. Die 
Milz war in den meisten Versuchen in kérperwarmer physiologischer 
Kochsalzlésung suspendiert. In einigen spiateren Versuchen legten 
wir die Milz ohne Kochsalzlésung in eine Porzellanschale, die sich in 
einem kleinen Thermostat befand. Beide Methoden haben ihre Vor- 
wie Nachteile. Bei der ersten Methode war es ein Vorteil, daB die Milz 
und das Fettgewebe nicht eintrockneten und so ihre Farbe behielten. 
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Dadurch war eine Gelbfirbung des Fettes wahrend des Versuchs gut 
zu beobachten. Ein Nachteil war, daB durch kleine, nicht unterbundene 
oder verletzte GefaBe ein Teil des Blutes in die Kochsalzlésung gelangte 
und fiir die Zirkulation verloren ging. Ein Vorteil der zweiten Ein- 
richtung war, da das ausgetretene Blut sich am Grunde der Schale 
sammelte und von dort wieder in den Durchstr6mungsapparat gebracht 
werden konnte; ein Nachteil dagegen, dab. das Fettgewebe trocken 
wurde, trotz der im Thermostat angebrachten feuchten Watte, und 
so die Gelbfirbung nicht so schén zur Beobachtung kam. 

Die Durchstrémung wurde in den meisten Versuchen 4 Stunden 
lang aufrechterhalten. Eine laingere Versuchsdauer war nicht zweck- 
maBig, da die Milz nach vierstiindiger Durchstrémung stark zu 
schwellen begann. In mehreren Versuchen schwollen schon in den 
ersten 4 Stunden einmal kleinere, nur pfennigstiickgroBe, das andere- 
mal gréBere, bis zur Halfte des Organs betragende Partien an. Diese 
geschwollenen Partien waren dunkelrot und iiber der Oberfliiche der 
Milz erhaben. Untersuchungen iiber die Ursache der Anschwellung 
fiihrten wir nicht aus. 

E. Nachweis und quantitative Bestimmung des Bilirubins. Das 
Durchstrémungsblut enthielt viel geléstes Himoglobin. Ein Teil davon 
wurde als hamolysiertes Blut zu Beginn des Versuchs hinzugesetzt 
(siehe A. Allgemeine Beschreibung), ein anderer Teil wurde aus den 
wihrend des Versuchs zugrunde gehenden Blutkérperchen frei. Der 
Bilirubingehalt des Blutserums konnte nur nach Entfernung dieses 
gelésten Himoglobins bestimmt werden. Das Himoglobin und das 
iibrige Eiwei8 kénnen durch Fillung mit Alkohol entfernt werden. 
H.v.d. Bergh empfiehlt zwecks EnteiweiBung eine Fillung mit der 
doppelten Menge 96proz. Alkohols. Das Hundeblutserum enthielt 
aber nach diesem Verfahren noch immer so viel Himoglobin, daB 
dadurch der Nachweis von Bilirubin verhindert war. Wahrscheinlich 
bezieht es sich hierauf, wenn Retzlaff (6) auf unsere vorhergehende 
Mitteilung bemerkt, da8 Bilirubin in hamoglobinhaltigem Blute schwer 
nachzuweisen ist. Dieser Einwand ist aber nicht stichhaltig. Brachten 
wir niamlich das Serum nicht mit der zweifachen, sondern der vier- 
fachen Menge Alkohol zusammen, so enthielt das Filtrat gar kein 
Hamoglobin, und die Bilirubinreaktion war einwandfrei ausfiihrbar. 
Enthielt das Blut kein Bilirubin, so war das Filtrat nach der Fillung 
mit der vierfachen Menge Alkohol farblos oder kaum merkbar gelblich 
gefarbt. Enthielt aber das Blut Bilirubin, so war das Filtrat mehr oder 
weniger stark gelb gefirbt. Die Anwesenheit von Bilirubin ist also 
schon an der gelben Farbe des alkoholischen Filtrats zu erkennen, da 
im Hundeblut kein anderer gelber Farbstoff vorhanden ist. Da® der 
wahrend der Versuche gebildete Farbstoff tatsichlich Bilirubin war, 











22 Z. Ernst u. B. Szappanyos: 


bewies in erster Reihe die Diazoreaktion. Die Diazoreaktion fiihrten 
wir nach der Beschreibung H. v.d. Berghs aus: zu 2ccm des Filtrats 
wurden 0,25cem Diazoreagens zugesetzt und gut vermischt. Die 
Mischung wurde meistens durch Ausfallen von Fettsubstanzen getriibt ; 
nach Zugabe einiger Tropfen Ather hellte sie sich aber wieder auf. 
In Gegenwart von Bilirubin zeigte die Fliissigkeit eine rote Farbung. 
Nach Zugabe von Saure bzw. Alkali anderte sich die rote Farbe in die 
charakteristische blauviolette bzw. griinlichblaue um. Die Diazo- 
reaktion beweist an und fiir sich geniigend, daB der gebildete Farbstoff 
mit dem Bilirubin identisch ist. Trotzdem trachteten wir, den gelben 
Farbstoff auch auf anderem Wege zu identifizieren. Wir fiihrten vor 
allem die Hammarstensche Reaktion aus. Diese Reaktion ist zwar 
weniger empfindlich als die Diazoreaktion, aber auch sie war positiy 
in allen jenen Fallen, wo wir eine intensive Diazoreaktion fanden. Zu 
der Hammarstenschen Reaktion wurde, sowie zur Diazoreaktion, auch 
das alkoholische Serumfiltrat benutzt. Zu 2 bis 3cem des Filtrats 
wurden | bis 4 Tropfen Hammarstensches Reagens zugesetzt. In An- 
wesenheit von Bilirubin entstand binnen kurzer Zeit eine dauernde blau- 
griine Farbung. In einigen Fallen probierten wir auch, die (melinsche 
Reaktion auszufiihren. Diese Reaktion ist noch weniger empfindlich, 
so daB wir in dem alkoholischen Filtrat nach direkter Untersuchung 
nie ein positives Ergebnis bekamen, sondern nur nach Konzentrierung 
der Lésung. Dies geschah folgenderweise: Zu 3ccm Blut setzten wir 
8 cem Aceton hinzu, mischten und filtrierten dann. Das Filtrat wurde 
bei Zimmertemperatur eingedampft und der Riickstand mit einigen 
Kubikzenzimetern Wasser in einen 25-ccem-Schiittelzylinder gebracht. 
Nach Zugabe von 2cem n/10 Lauge wurde zwecks Entfernung der 
Fettstoffe dreimal mit je 10 cem Ather ausgeschiittelt. Nach Entfernung 
des Athers wurden zu der waisserigen Lésung zwei Tropfen von reiner 
konzentrierter Salzsaure (eisen- und chlorfrei) zugesetzt und neuerdings 
zweimal mit 5 cem Ather ausgeschiittelt. Die atherische Lésung wurde 
in einem Uhrglas vorsichtig verdampft. Bevor sie ganz eingedampft 
war, wurde die bisher gelbe Fliissigkeit plétzlich griin durch die Oxy- 
dation des Bilirubins zu Biliverdin durch den Luftsauerstoff. Der griine 
Riickstand wurde in wenig Chloroform gelést, in eine diinne Eprouvette 
iiberfiihrt und nun die Gmelinsche Sauremischung dariibergeschichtet. 
War der Bilirubingehalt des Blutes groB genug, so entstehen die fiir 
die Gmelinreaktion charakteristischen Farbenringe. 

AuBer diesen Farbenreaktionen wurden die Léslichkeitsverhaltnisse 
und das spektrale Verhalten des entstandenen Farbstoffs untersucht. Der 
Farbstoff war in Wasser bei alkalischer Reaktion léslich und konnte 
aus dieser durch Ather oder Chloroform nicht ausgeschiittelt werden, 
wohl aber nach Ansiuerung der Lésung. Der atherischen oder Chloro- 
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formlésung kann er durch alkalisches Wasser neuerdings entzogen 
werden. Der Farbstoff zeigt in wisseriger, atherischer oder Chloroform- 
lésung keine Absorptionsstreifen, sondern eine kontinuierliche, gegen 
Violett zunehmende Absorption der Spektralfarben. All diese Eigen- 
schaften entsprechen voéllig denen des Bilirubins. Wir miissen also den 
gebildeten gelben Farbstoff mit dem Bilirubin als identisch betrachten. 

Die Blutproben, die in den ersten 1!, Stunden der Durchstrémung 
entnommen waren, zeigten keinen oder nur sehr geringen Bilirubin- 
gehalt. Gewdéhnlich erschienen die ersten Spuren von Bilirubin gegen 
Ende der zweiten Stunde, und nun stieg der Bilirubingehalt bis zum 
Ende der vierten Stunde stetig an. Nach dieser Zeit war keine Erhéhung 
der Bilirubinkonzentration mehr zu verzeichnen. 

Die quantitative Bestimmung fiihrten wir nach H. v.d. Bergh 
aus. Zur EnteiweiBung des Blutes gebrauchten wir aus oben angefiihrten 
Griinden nicht die zwei-, sondern die vierfache Menge Alkohol. Es ist 
hier zu bemerken, daB die Farbe des entstandenen Diazobilirubins 
nicht immer mit der Farbe der Vergleichsfliissigkeit (Ferrirhodanid 
in Ather gelést) iibereinstimmte, sondern besonders bei geringen Bili- 
rubinwerten im Vergleich einen mehr roten oder gelblichen Stich hatte. 
Dieselbe Erscheinung ist auch bei den Bilirubinbestimmungen im 
menschlichen Blutserum zu beobachten. Dieser Umstand erschwerte 
die exakte kolorimetrische Untersuchung. Die von H.v.d. Bergh 
beschriebene Ferrirhodanidlésung fanden wir zur Bestimmung von 
niedrigen Bilirubinwerten zu konzentriert. Wir verdiinnten sie deshalb 
mit Ather auf das Doppelte und benutzten die so verdiinnte Lésung zur 
Fiillung des Vergleichskeils. Dieser Keil wurde mit einer Bilirubin- 
lésung geeicht. Das zu diesem Zwecke dienende Bilirubin wurde nach 
dem Verfahren von Kiister aus Rindergallensteinen hergestellt und aus 
Dimethylanilin umkristallisiert. 

Die quantitative Bestimmung des Bilirubins geschah am Anfang 
im Blutserum, in den spiteren Versuchen im Gesamtblut, denn dic 
gesamte Bilirubinbildung konnte nur auf diese Weise ermittelt werden. 

F. Der Nachweis des Bilirubins im Fettgewebe. Es wurde schon er- 
wahnt (s. C. Versuchstiere), daB in den meisten Versuchen wiihrend der 
Durchstrémung das Fettgewebe des Milzhilus eine gelbe Farbe annahm. 
Es war wahrscheinlich, daB diese Gelbfirbung durch das Bilirubin ver- 
ursacht war, das in der Milz gebildet, auf dem Wege der BlutgefiBe in da- 
‘ett gelangte und dort sich abgelagert hatte. Zur Priifung dieser Annahme 
trachteten wir den Nachweis des Bilirubins im Fettgewebe zu fiihren. 
Zuerst probierten wir das Verfahren von Whipple und Hooper. Dieses 
besteht darin, daB man das zerhackte Fett mit der dreifachen Menge 
Alkohol (mit Weinsteinsiure angeséiuert) wihrend 12 Stunden bei Kérper- 
temperatur stehen lé8t, dann filtriert. Das Filtrat wird auf Gallenfarbstoff 
untersucht. Auf diese Art konnten wir das Bilirubin nicht nachweisen, 
denn das Filtrat war eine schmutzige graubraune Fliissigkeit, mit der 
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keine Farbenreaktionen auszufiihren waren. Als viel besseres Extraktions- 
mittel erwies sich das Aceton. Wenn wir Bilirubin enthaltendes Fett in 
Aceton legen, so entzieht das Aceton binnen 10 bis 12 Stunden dem Fett- 
gewebe, das Bilirubin; wenn wir zu dieser Aceton-Bilirubinlésung 1 bis 
2 Tropfen Hammarsten-Siuremischung zusetzen, so entsteht eine blaugriine 
Fairbung infolge der Entstehung von Bilirubin. Der Bilirubinnachweis 
kann auch folgendermaBen geschehen: 1 bis 2g Fettgewebe werden mit 
4 bis 5 cem Aceton und 2 bis 3 Tropfen Hammarstenreagens stehengelassen. 
Nach 8 bis 10 Stunden wird das Fettgewebe entfirbt und das Aceton 
nimmt eine blaugriine Farbe an. Letzteres Verfahren ist das empfindlichere. 
Mit dem Acetonextrakt ist auch die Diazoreaktion ausfiihrbar, indem 
wir 3g zerhacktes Fett mit 10cem Aceton und 1 Tropfen Acid. hydro- 
chloricum dilutum aufkochen, 10 Minuten abkiihlen lassen, dann filtrieren. 
Das Filtrat ist ein wenig triibe, braungelblich. Wenn wir nun zu dem 
Filtrat den vierten Teil Diazoreagens und so lange Ather zusetzen, bis die 
Fliissigkeit sich aufhellt, so erhalten wir eine rot gefiirbte Fliissigkeit, die 
nach Zusetzen von Lauge bzw. Siure die der Diazoreaktion eigenen Farben- 
verainderungen zeigt. 

Diese Reaktionen beweisen also ohne Zweifel, daB die Gelbfarbung 
des Fettes durch Bilirubin hervorgerufen wird. Der Nachweis des 


Bilirubins auf histologischem Wege ist nicht gelungen. 


Versuchsergebnisse. 

1., 2. und 3. Versuch. In diesen Versuchen begannen wir die Durch- 
strémung gleich nach der Einfiihrung der Kaniilen in die entsprechenden 
MilzgefaBe, ohne die Milz vorher durchgespiilt zu haben. Die Folge davon 
war, daf das der Milz entstrémende fibrinogenhaltige Blut in dem Apparat 
bald geronnen war und so die weitere Durchstr6mung unméglich machte. 


In den spiateren Versuchen durchspiilten wir die Milz vor der 
eigentlichen Durchstrémung mit Hilfe der oben angegebenen Vor- 
richtung (siehe D.). 

In dem 4. Versuch (23. April 1924) fiihrten wir dieses Durchspiilen 
mit 50cem Ringerlésung aus. Zur Durchstr6mung wurde folgende Blut- 
mischung angewendet: 5cem defibrinierten Blutes wurden mit 10 ccm 
destillierten Wassers hiimolysiert, nach 5 Minuten wurde 1 cem zehnfach 
konzentriertey Ringerlésung zugesetzt, um das Gemisch isotonisch zu 
machen (s. A.). Zu diesem 1l6cem geléstes Himoglobin enthaltenden 
Blute wurden 100 ccm Blut-Ringergemisch (2:1) gegeben. Das gesamte 
Blutgemenge betrug 116 ccm und beiliufig 4 davon war Ringerlésung. 
Die Durchstrémung konnten wir 2% Stunden fortsetzen. Bilirubin war 
im Blute nicht nachzuweisen. 

Trotz des negativen Ergebnisses setzten wir unsere Versuche fort 
und trachteten, die Asphyxiezeit der Milz durch rasches Vorgehen 
womdglich zu verringern, die Durchstr6mungsdauer zu verlangern und 
den Gebrauch von Ringerlésung zu beschrinken bzw. wegzulassen. 

5. Versuch. 28. April 1921. Gewicht des Hundes 15 kg. Asphyxiezeit 


9 Minuten, Durchspiilung mit einer Ringer-Blutmischung (1:1). Durch- 
stroémung mit 1l14cem Blutmenge wiahrend 4 Stunden. Strémungs- 





























Gallenfarbstoffbildung an tiberlebenden Organen. I. 25 


geschwindigkeit 4 bis 5cem pro Minute. Blutdruck 60 mm Hg, spater 40, 
endlich 30 mm Hg. Am Ende des Versuchs war im Blutserum Bilirubin 
in Spuren nachweisbar (Diazoreaktion schwach positiv). Vor dem Versuch 
hatte das Blutserum kein Bilirubin enthalten. 

In den folgenden Versuchen wurde der Gebrauch von Ringer- 
lésung ganz ausgeschaltet, indem nicht nur zur Durchstrémung, sondern 
auch zur vorhergehenden Durchspiilung unverdiinntes defibriniertes 
Blut verwendet wurde. Zum Versuch wurde nur so viel Ringerlésung 
verwendet, wie viel Kubikzentimeter destilliertes Wasser zur Haimo- 
lysierung von 5 bis 10 ccm Blut verbraucht worden war. Das destillierte 
Wasser wurde nimlich nach der vorgenommenen Himolyse mit kon- 
zentrierter Ringerlésung isotonisch gemacht. 

6. Versuch. 9. Mai 1921. Gewicht des Hundes 20kg. Dauer der 
Asphyxie 8 Minuten. Vorhergehende Durchspiilung mit defibriniertem 
Blute. Durchstr6émung mit 135 cem Blutgemisch (10 cem Blut + 15 cem 
destilliertes Wasser, nach Isotonisierung + 110cem defibriniertes Blut). 
Strémungsgeschwindigkeit anfangs 6 bis 7, spiter 12 bis 15 cem pro Minute. 
Blutdruck erst 60, spiter 50mm Hg. Versuchsdauer 4%, Stunden. 
2% Stunden nach Beginn des Versuchs enthaélt das Blut kein Bilirubin. 
Am Ende der vierten Stunde enthalten 100cem Blut 1,0 mg Bilirubin. 
Nach Beendigung des Versuchs wurde die Milz untersucht. In etwa 4 Teil 
der Milz war keine Zirkulation vorhanden; dieser Teil war geschwollen, 
weich, dunkelbliulich und das mit ihm zusammenhiingende Fettgewebe 
schmutzig graurot. Dieser Teil der Milz war scharf abgegrenzt gegen das 
andere, gréBere, durchstrémt gewesene Gebiet, das von fester Konsistenz 
und von blaugrauer Farbe war. Das mit diesem letzteren Teile zusammen- 
hangende Fettgewebe war gelb. Die gelbe Farbe war nicht gleichmaBig 
stark; an den Teilen, die der Milz niaher lagen, war sie starker als an jenen, 
die den Abbindungen nahe waren, wo die Zirkulation triager gewesen sein 
mochte. Es ist uns nicht gelungen, im gelben Fettgewebe Bilirubin nach- 
zuweisen, da uns zu dieser Zeit die unter F. beschriebene Acetonmethode 
noch nicht zur Verfiigung stand. 

Durch diesen 6. Versuch war also zweifellos bewiesen, dal sich 
in der Milz Bilirubin bildet. Es ist die Frage, welchem Umstand es 
zuzuschreiben ist, daB das Bilirubin im 5. Versuch nur in Spuren, im 
6. aber in ausgesprochenen Mengen gebildet wurde. Der Unterschied 
zwischen den beiden Versuchen war nur der, daB wir bei der vorher- 
gehenden Durchspiilung in Versuch 5 ein mit Ringerlésung verdiinntes, 
in Versuch 6 aber unverdiinntes defibriniertes Blut gebrauchten. Es 
ist méglich, daB die Bilirubinbildung in der Milz durch die Ringer- 
lésung [wenigstens in der von uns gebrauchten Zusammensetzung (7) ]} 
schadlich beeinfluBt wird. Mit Riicksicht darauf benutzten wir in 
unseren weiteren Versuchen zur vorhergehenden Durchspiilung un- 
verdiinntes defibriniertes Blut. 

Auf diese Weise fiihrten wir acht weitere Versuche aus; die dies- 
beziiglichen Daten sind auf der nebenstehenden Tabelle zu sehen. 
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Aus nebenstehender Zusammenstellung ist zu ersehen, daB in 
allen acht Versuchen Bilirubin gebildet wurde. Das zur Durchstrémung 
gebrauchte Blut enthielt vor dem Versuche nie Bilirubin. Am Ende 
des Versuchs war der Bilirubingehalt des Blutes verschieden. Warum 
in einem Versuch mehr, im anderen weniger Bilirubin gebildet wurde, 
kénnen wir nicht begriinden.  Vielleicht haben individuelle Eigen- 
schaften der Versuchstiere einen EinfluB hierauf. Es ist auch méglich, 
das die Dauer der Milzasphyxie eine Rolle spielte insofern, dab eine 
langere Asphyxiezeit die Bilirubinbildung vermindert. So war die 
Asphyxiedauer im Versuch Il wegen operativer Schwierigkeiten 
15 Minuten, also lang. Bilirubin wurde in diesem Versuch nur in Spuren 
gebildet. In den Versuchen 7, 8, 10 und 13 war die Asphyxiezeit kurz; 
in diesen Versuchen ist viel Bilirubin entstanden. Dieser Zusammen- 
hang ist aber kein strenger, denn z. B. bildete sich in Versuch 14 
trotz 20 Minuten Asphyxiezeit eine mittelgrobe Menge Bilirubin. In 
Versuch 9 dagegen entstand trotz kurzer Asphyxiezeit verhaltnis- 
miBig wenig Bilirubin; da war aber nur die Halfte der Milz durchstrémt 
worden, was die Ursache der verminderten Bilirubinbildung sein 
konnte. Die Diazoreaktion gab in samtlichen Fallen ein positives 
Resultat. In sechs Versuchen war die Hammarstensche, in drei Ver- 
suchen die Gmelinsche Reaktion positiv. Das Fettgewebe war, Ver- 
such Il und 12 abgerechnet (wo auch im Blute weniger Bilirubin er- 
schienen war), ausgesprochen gelb, und in diesen Versuchen konnte 
das Bilirubin auch chemisch mittels der unter F. beschriebenen Aceton- 
methode nachgewiesen werden. 

In den bisher beschriebenen Versuchen war in dem zur Durch- 
strémung gebrauchten Blute Ringerlésung enthalten. Diese Ringer- 
lésung kam bei der Himolysierung von einem kleinen Teile des Blutes 
hinein, die vor dem Versuch mittels destillierten Wassers vorgenommen 
wurde; nach Beendigung der Himolyse wurde nimlich das destillierte 
Wasser mit konzentrierter Ringerlésung isotonisch gemacht. Auf 
diese Weise gelangtén in das zum Durchstrémen gebrauchte Blut, 
welches 80 bis 140 ccm betrug, etwa 8 bis 20ccem Ringerlésung. In 
unserer Bemerkung zu Versuch 6 haben wir erwihnt, da die An- 
wesenheit von gréBeren Mengen Ringerlésung fiir die Bilirubinbildung 
schidlich zu sein scheint. Wir muBten die Frage aufwerfen, ob nicht 
die Bilirubinbildung noch hochgradiger wire, wenn iiberhaupt keine 
Ringerlésung ins Blut kime. In dieser Richtung fiihrten wir weitere 
zwei Versuche aus. In dem Versuch 15 benutzten wir zur Durchstrémung 
unverdiinntes defibriniertes Blut, ohne jede vorhergehende Hamo- 
lysierung. Das Blut enthielt also kein geléstes Himoglobin, infolge- 
dessen konnte als Substrat zur Bilirubinbildung nur das Hamoglobin 
der unversehrten roten Blutkérperchen dienen. 
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11. Versuch. 3. November 1922. Gewicht des Hundes 20,5kg. Asphyxie- 
dauer 444 Minuten. Durchstrémung mit 100 ccm defibrinierten Blutes. 
Strémungsgeschwindigkeit 9 bis 10cem. Blutdruck 60 bis 20mm Hg. 
Dauer des Versuchs 4% Stunden. Vor der Durchstrémung enthilt das 
Blut kein Bilirubin, nachher enthielten 100 cem 0,9 mg. Das Blutserum 
ist schwach rot, enthalt geléstes Hamoglobin. 

Die Menge des im Versuch 15 gebildeten Bilirubins entspricht 
dem Durchschnittswert der bisherigen Versuche, d. h. wir beobachteten 
die erwartete Steigerung der Bilirubinbildung nicht. Dies konnte zwei 
Griinde haben; der eine ist, daBb die geringe Menge Ringerlésung, die 
in den Versuchen 6 bis 14 anwesend war, die Bilirubinbildung nicht 
beeintrichtigt, daB also auch in Versuch 15 sich nicht mehr Bilirubin 
hatte bilden sollen. Der andere Grund hitte sein kénnen, daB die 
Milz vielleicht doch nicht fahig ist, das Himoglobin der unverletzten 
roten Blutkérperchen aufzuarbeiten. Nachdem doch Bilirubin ent- 
standen war, konnte es nur vom Himoglobin der wahrend des Ver- 
suchs aufgelésten roten Blutkérperchen herstammen. Im Serum war 
am Ende des Versuchs freies Himoglobin vorhanden, aber bei weitem 
nicht in solchen Mengen, wie in den vorhergegangenen Versuchen. 
Dieses freie Himoglobin stammt von den in dem Versuch zugrunde 
gegangenen roten Blutkérperchen ab. Die roten Blutkérperchen 
werden wahrscheinlich nicht durch die Milz, sondern durch den Apparat 
selber zerstért. Die Hundeblutkérperchen sind namlich sehr emp- 
findlich und werden schon durch Wassertrépfchen zerstért, die sich 
aus dem Wasserdampf an den kilteren Teilen des Apparats nieder- 
geschlagen haben. Davon haben wir uns so tiberzeugt, daB wir in dem 
Apparat auch dann eine Himolyse beobachtet haben, wenn das Blut 
ohne Einschaltung der Milz im Apparat zirkulierte. 

Nachdem der 15. Versuch keine entschiedene Antwort auf die 
aufgeworfene Frage gegeben hatte, wiederholten wir den Versuch auf 
die Weise, daB wir eine gréBere Menge Himoglobin in das defibrinierte 
Blut brachten, aber nicht durch Hamolyse, sondern durch Auflésen 
von reinem Hamoglobin. 

16. Versuch. 8. November 1922. Gewicht des Hundes 15 kg. Asphyxie- 
zeit 7 Minuten. Durchstrémung mit 100 cem defibrinierten Blutes, worin 
vor dem Versuch 3g kristallinisches Himoglobin gelést wurden. Das 
Hamoglobin ist aus Hundeblut nach Hoppe-Seyler hergestellt worden. 
Dauer des Versuchs 4 Stunden. Vor dem Versuch ist im Blute kein Bili- 
rubin nachweisbar, am Ende des Versuchs enthalten 100 cem 0,5 mg. 

Es war also auch in diesem Versuch nur eine maBige Menge Bili- 
rubin entstanden, trotzdem daB viel geléstes Himoglobin als Substrat 
der Bilirubinbildung ins Blut gebracht worden ist und daB das Blut 
gar keine Ringerlésung enthalten hat. Dieser Versuch zeigt also, dab 
die kleine Menge Ringerlésung, die in den Versuchen 6 bis 14 dabei 
war, nicht schidlich auf die Bilirubinerzeugung einwirkt. 
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Als sehr interessant hatte sich die Untersuchung dessen erwiesen, 
wie sich das in der Milz erzeugte Bilirubin der von H.v.d. Bergh be- 
schriebenen direkten und indirekten Diazoreaktion gegeniiber verhalt. 
Nach H.v.d. Bergh gibt namlich das extrahepatogen entstandene — 
nach seiner Benennung dynamische — Bilirubin nur die indirekte 
Reaktion. In unseren Versuchen waren leider diese Untersuchungen 
durch den hohen Hamoglobingehalt des Serums verhindert. Infolge 
der Farbe des Hamoglobins war nimlich die unmittelbare Ausfiihrung 
der direkten Reaktion unméglich. Wir versuchten, das Hamoglobin 
aus dem Serum zu entfernen, aber auch dies fiihrte zu keinem Resultat, 
weil die Entfernung nur mit solchen Reagenzien gelang, welche das 
bloB die indirekte Reaktion gebende Bilirubin in ein solches iiber- 
fiihren, das die direkte Reaktion gibt (z. B. Alkohol, Aceton). Die 
Trennung gelingt auch durch Ultrafiltration nicht, weil das Bilirubin 
zusammen mit dem Hamoglobin auf dem Filter bleibt. 


Zusammenfassung, 

In der isolierten Hundemilz entsteht Bilirubin, wenn sie mit defi- 
briniertem Blute durchgestrémt wird. Aus 16 diesbeziiglichen Versuchen 
ist in den ersten vier Versuchen die Durchstrémung aus technischen 
Griinden nur fiir eine kurze Zeit gelungen. In diesen Versuchen ist 
kein Bilirubin entstanden. In den iibrigen 12 Versuchen haben wir 
die Milz 4 bis 5 Stunden lang durchstrémen lassen. Wahrend dieser 
Zeit ist in allen 12 Versuchen mehr oder weniger Bilirubin gebildet 
worden. Die Zeit, wihrend welcher die Milz ohne Zirkulation geblieben 
ist, hat einen EinfluB auf die GréBe der Bilirubinerzeugung. Wenn 
diese Zeit kurz ist, dann ist die Bilirubinbildung gréBer. Die GréBe 
der Bilirubinerzeugung wird nicht beeintrachtigt, wenn das zur Durch- 
strémung gebrauchte defibrinierte Blut ein wenig Ringerlésung enthalt. 
Eine gréBere Menge Ringerlésung vermindert aber die Bilirubinbildung. 
Das in der Milz entstandene Bilirubin gelangt mit dem Blutstrom in 
das Fettgewebe, das mit dem Milzhilus zusammenhangt, und farbt es 
gelb: das Bilirubin ist im Fettgewebe chemisch nachweisbar. 

Diese Versuche liefern einen direkten Beweis dessen, da eine extra- 
hepatogene Bilirubinbildung médglich ist. 
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Untersuchungen iiber extrahepatogene Gallenfarbstoffbildung 
an iiberlebenden Organen. 


Il. Mitteilung: 
Untersuchungen an iiberlebender Milz, Niere und Lunge. 


Von 
Z. Ernst. 


(Aus der I. medizinischen Klinik der kénigl. ungar. Pazmaény-Péter- 
Universitat in Budapest.) 


(Eingegangen am 17. Januar 1925.) 


In unseren Versuchen mit Szappanyos (1) konnten wir nachweisen, 
daB in der iiberlebenden Hundemilz Bilirubin entsteht. Der Umstand, 
der uns auf eine Bilirubin erzeugende Eigenschaft der Milz folgern 
lieB, war der, daB, wihrend in dem zur Durchstrémung verwendeten 
Blute vor der Durchstrémung kein Bilirubin nachzuweisen war, wir 
darin wihrend der Durchstrémung einen nach und nach steigenden 
Bilirubingehalt fanden. Es ist aber fraglich, ob die Erscheinung, dab 
in dem Durchstrémungsblut Bilirubin erscheint, keine andere Er- 
klarung haben kénne, als daB die Milz das Bilirubin bildet. So dachten 
wir erstens daran, ob nicht Bakterien die beobachtete Bilirubinbildung 
hervorrufen kénnten. Weiter dachten wir daran, daB das Bilirubin 
in den Versuchen vielleicht gar nicht neu gebildet wird, sondern in 
der Milz abgelagert war und wahrend der Durchstr6mung von dort 
ausgelaugt in das Blut gelangt. Zur Untersuchung dieser Frage fiihrten 
wir weitere Versuche aus. Diese zeigten, dab die Bilirubinbildung 
weder auf Bakterienwirkung noch auf ein Auslaugen zuriickzufiihren 
ist, sondern eine Milzfunktion darstellt. 

Es schien auch von Interesse zu untersuchen, ob nur die Milz 
oder auch andere Organe die Fahigkeit zur Bildung von Bilirubin 
besitzen. Alle diese Versuche machen wir im folgenden bekannt. 


Ist die Bildung von Bilirubin durch Bakterien bedingt? 


In der Literatur fanden wir keine Angaben in bezug darauf, ob 
Bakterien Bilirubin bilden kénnen. An diese Méglichkeit muB aber 
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gedacht werden. Retzlaff (2) glaubt, daB die Bilirubinbildung in unseren 
Versuchen mit Szappanyos von Bakterien verursacht war. Seine 
Behauptung rechtfertigt er damit, daB wir weder die Blutentnahme 
noch die Versuche steril ausfiihrten; demzufolge das Blut mit allerhand 
Bakterien verunreinigt sein konnte, deren Wirkung wir auf die Bili- 
rubinbildung nicht ausschlieben konnten. Dies ist wahr; wir fiihrten 
unsere Versuche nicht steril durch. Der Durchstrémungsapparat ist 
mit seinen vielen Behaltern und Leitungen sehr schwer vollkommen 
zu sterilisieren. Eine sterile Ausfiihrung wiirde den ohnedies um- 
standlichen Versuch noch mehr erschwert haben; auBerdem hielten 
wir fiir unwahrscheinlich, daB wir die Sterilitat auf die lange Dauer 
des Versuchs aufrecht hatten erhalten kénnen. Darum machten wir 
auch keinen Versuch in dieser Richtung, sondern suchten die Frage 
auf andere Art zu lésen. Wenn nimlich Bakterien die Bilirubinbildung 
verursachen, so sind diese Bilirubin bildenden Bakterien — die wir 
kurzerhand ,,Bilirubinbakterien‘* nennen werden — so in dem zur 
Durchstrémung verwendeten Blute wie in dem Apparat iiberall 
gegenwartig. Der Nachweis dieser Bilirubinbakterien ware folgender: 
Man versetzt eine gréBere Menge bilirubinfreies Blut mit Bilirubin- 
bakterien enthaltendem Blute und beobachtet, ob Bilirubinbildung 
zustande kommt. Die Versuchseinrichtung zur Priifung dieser An- 
nahme war folgende: 

Wir fiihrten im Brodieschen Apparat den typischen Milzdurch- 
strémungsversuch aus (Milzversuch). Die Methodik ist in der vorigen 
Mitteilung angegeben. Nach 4 Stunden nahmen wir die Milz aus dem 
Apparat, stellten eine direkte Verbindung zwischen arterieller und 
venéser Leitung her und lieBen schlieBlich den gréBten Teil des Blutes 
aus dem Apparat ab. In dem Apparat verblieben nur etwa 2 bis 4 cem 
Blut, das mit den angeblichen Bilirubinbakterien verunreinigt war. 
Zu diesen 2 bis 4cem wurden 100 ccm frisches defibriniertes Blut zu- 
gesetzt. Von den 100 ccm waren 5 ccm auf die gewéhnliche Art himo- 
lysiert worden. Dann lieBen wir das Blut 4 Stunden lang im Apparat 
zirkulieren unter denselben Versuchsbedingungen wie im Milzversuch : 
also warm gehalten, mit Sauerstoff durchstrémt usw. (Kontrollversuch). 
Nach 4 Stunden bestimmten wir den Bilirubingehalt des Blutes. 

Das am Ende des Milzversuchs aus dem Apparat entleerte Blut 
untersuchten wir noch derartig, daB wir es in frisches Blut impften und 
ohne Sauerstoffdurchstrémung 4 Stunden lang warm gehalten haben. 
Endlich untersuchten wir auch das frische Blut in aihnlicher Weise. 
Die einzelnen Versuche sind folgende: 


1. Versuch. 26. August 1921. 


A. Milzversuch. Uber das Gewicht des Hundes sind keine Angaben 
vorhanden. Dauer der Milzasphyxie 10 Minuten. Durchstré6mung 
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4% Stunden lang mit 100 cem defibrinierten Blutes. Vor dem Versuch 
ist im Blute kein Bilirubin nachzuweisen, nach 4% Stunden enthalten 
100 cem 0,4 mg Bilirubin. Das Fettgewebe ist blaBgelblich. Die gelbe 
Fiirbung ist ausgesprochener an den nahe der Milz gelegenen Partien. 
Das Fettgewebe enthailt wenig Bilirubin. 

B. Kontrollversuch. Nach der Entfernung der Milz lieBen wir das 
Blut aus dem Apparat bis auf 3 bis 4 cem ab und ersetzten es mit 100 cem 
frischen Blutes. Das Blut zirkulierte 4 Stunden lang im Apparat. Nach 
den 4 Stunden war im Blute kein Bilirubin nachzuweisen. 


2. Versuch. 17. Dezember 1921. 


A. Milzversuch. Gewicht des Hundes 18 kg. Durchstr6mung 4 Stunden 
lang mit 100 cem Blut. Vor dem Versuch enthialt das Blut kein Bilirubin, 
nach demselben 1,0 mg in 100ccm. Das Fettgewebe ist hellgelb, darin 
Bilirubin nicht nachweisbar. 

B. Kontrollversuch. 1. Das nach dem Milzversuch aus dem Apparat 
entnommene Blut gaben wir in einen zweiten Brodieschen Apparat und 
lieBen es darin 4 Stunden zirkulieren. Bilirubingehalt von 100 ccm Blut 
nach 4 Stunden 0,9 mg. Vor dem Versuch war in 100 cem 1,0 mg Bilirubin 
enthalten; ein Steigen des Bilirubingehalts waihrend des Versuchs ist also 
nicht vorhanden. 

2. Dem im ersten Brodieschen Apparat zuriickgebliebenen Blute 
setzten wir 100 ccm frischen Blutes hinzu und lieBen es 4 Stunden zirkulieren. 
Im Blute war sowohl am Anfang als am Ende des Versuchs Bilirubin in 
Spuren nachzuweisen. Diese geringe Menge Bilirubin stammte aus dem 
Milzversuch und war in dem im Apparat zuriickgelassenen Blute enthalten. 


3. Versuch. 18. Januar 1922. 


A. Milzversuch. Gewicht des Hundes 20kg. Dauer der Asphyxie 
7 Minuten. Durchstrémung wahrend 4 Stunden mit 100 cem Blut. Vor 
dem Versuch enthalt das Blut kein Bilirubin, nach dem Versuch 2% mg 
in 100 cem. Das Fettgewebe ist stark ikterisch und enthalt viel Bilirubin. 

B. Kontrollversuch. 1. 20 cem Blut erhielten wir in einem Reagenzrohr 
4 Stunden lang auf einer Temperatur von 37°C. Bilirubinproduktion 
war keine vorhanden. 

2. In einem zweiten Brodieschen Apparat lieBen wir zugleich mit 
dem Milzversuch 50cem Blut, mit Sauerstoff durchstrémt, 4 Stunden 
lang zirkulieren; es entstand kein Bilirubin. 

3. Zu 2cem des aus dem Milzversuch stammenden Blutes gaben wir 
18 cem frischen Blutes und hielten es 4 Stunden lang auf der Temperatur 
von 37°. Das Blut enthielt so vor wie nach den 4 Stunden 0,2 mg Bili- 
rubin in 100 cem. 

4. Nach Beendigung des Versuchs nahmen wir die Milz aus dem 
Apparat, lieBen das Blut bis auf 3 bis 4 cem ab, schiitteten 100 cem frischen 
Blutes nach und lieBen es im Apparat wahrend 4 Stunden zirkulieren. Das 
Blut enthielt sowohl am Anfang wie am Ende des Versuchs spurenweise 
Bilirubin. 

Das in dem dritten und vierten Kontrollversuch im Blute gefundene 
Bilirubin entspricht dem Bilirubingehalt jenes (einige Kubikzentimeter) 
Blutes, das nach dem Milzversuch im Apparat verblieben war. 
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4. Versuch. 26. Januar 1922. 


A. Milzversuch. Gewicht des Hundes I16kg. Dauer der Asphyxie 
20 Minuten. Durchstrémung withrend 4 Stunden mit 130cem Blut. Im 
Blute war vor dem Versuch kein Bilirubin, am Ende des Versuchs 1,6 mg 
in 100 cem vorhanden. Das Fettgewebe ist stellenweise gelb und enthilt 
Bilirubin. 

B. Kontrollversuche. Uhre Ausfiihrung geschah wie die der entsprechen- 
den Kontrollversuche im 3. Versuch. 

In den Kontrollversuchen 1 und 2 war keine Bilirubinbildung vor- 


handen. 

In den Kontrollversuchen 3 und 4 war sowohl am Anfang wie am 
Knde des Versuchs im Blute Bilirubin nur in Spuren nachzuweisen. 

Diese Versuche | bis 4 zeigen, daB das zur Durchstrémung ver- 
wendete Blut weder in frischem Zustande noch nach der vierstiindigen 
Durchstrémung durch die Milz solche Bakterien enthilt, die in dem 
mit Sauerstoff durchstrémten oder nur stehengelassenen Blute Bili- 
rubinbildung hervorrufen wiirden. 

Noch eine Méglichkeit muB in Betracht gezogen werden: nimlich 
daB die supponierten Bilirubinbakterien nur in dem Milzgewebe selbst 
Bilirubin erzeugen kénnen. Diese Annahme wird aber durch die im 
nichsten Kapitel beschriebenen Versuche widerlegt. In diesen Ver- 
suchen hielten wir naimlich die Milz wihrend 3 bis 4 Stunden ohne 
Blutdurchstrémung in einem Thermostaten; die Durchstrémung folgte 
erst dann nach der gewéhnlichen Art. In diesen Versuchen war keine 
Bilirubinbildung nachzuweisen, als Zeichen dessen, daB die Bilirubin- 
bildung eine vitale Funktion der Milz ist. Die 3 bis 4 Stunden dauernde 
Asphyxie verringerte naimlich die Vitalitat der Milz derart, daB die 
Bilirubinbildung ausgeblieben ist. Ware die Bilirubinbildung ein 
durch Bakterien bedingter Vorgang gewesen, so hatte sich auch in 
diesem Versuch Bilirubin bilden miissen; denn die Bakterien in der 
Milz sind im Thermostaten aller Wahrscheinlichkeit nach nicht zugrunde 


gegangen. > , 


Il. Enthalt die Milz auslaugbares Bilirubin? 


Unter normalen Verhiltnissen enthalten die Gewebe kein Bili- 
rubin; es lagert sich erst bei [kterus ab. Man sollte aber an jene Méglich- 
keit denken, daB die Milz eine geringe Menge Bilirubin — 2 bis 3mg — 
eventuell doch enthalt und dieses wahrend der Blutdurchstrémung 
aus dem Milzgewebe ausgelaugt wird und so in das Blut gelangt. Allen- 
falls miiBte man da die Frage stellen: Wenn das Blut das Bilirubin 
aus der Milz auslaugt, warum geschieht dies nur in der isolierten Milz 
und nicht auch im lebenden Organismus? Ist in der Milz Bilirubin 
abgelagert, so muB man es auf irgend eine Art aus der Milz extrahieren 
und nachweisen kénnen. In dieser Richtung fiihrten wir folgende 
Versuche aus. 
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5. Versuch. 20. Dezember 1921. 

Frische Hundemilz wurde verrieben und in drei Teile geteilt. Der 
erste Teil wurde mit der doppelten Menge physiologischer Kochsalzlésung 
verrieben und filtriert. Der zweite Teil mit 0,9 cem NaCl-Lésung 4 Stunden 
lang geschiittelt, dann filtriert. Zu beiden Filtraten wurde je das vierfache 
Volumen Alkohol zugesetzt, dann filtriert. Das Filtrat enthielt kein Bili- 
rubin. Der dritte Teil wurde mit der vierfachen Menge Alkohol 4 Stunden 
lang geschiittelt, dann filtriert. In dem Filtrat war kein Bilirubin nach- 
weisbar. 

6. Versuch. 22. Dezember 1921. 

Die Ausfithrung war dieselbe wie im Versuch 5. Bilirubin war nicht 
nachzuweisen. Diese zwei Versuche zeigen, daB durch Kochsalzlésung 
oder Alkoho! aus der Milz Bilirubin nicht zu extrahieren ist. In dem folgen- 
den Versuch trachteten wir, das in der Milz supponierte Bilirubin mittels 
Durchstr6mung mit Ringerscher Lésung zu extrahieren. 


7. Versuch. 7. Februar 1922. 

Gewicht des Hundes 9,7 kg. Die isolierte Milz wurde von der Arteria 
lienalis aus mit 50cem Ringerscher Lésung durchspiilt und dann im 
Brodieschen Apparat mit 70 cem Ringerlésung wihrend 4 Stunden durch- 
strémt. Wir konnten nach dem Versuch in der Ringerlésung kein Bilirubin 
nachweisen. Das Hilusfett der Milz war fahlgrau. 

Ringersche Lésung extrahiert also das in der Milz supponierte 
Bilirubin nicht; vielleicht weil die Ringerlésung nicht die nétigen 
physikalischen und chemischen Eigenschaften besitzt. Die Extraktion 
miiBte daher mit Blut geschehen. In diesem Falle kénnte man aber 
nicht entscheiden, ob Bilirubinbildung, also eine vitale Funktion, 
oder postmortales Auslésen des in der Milz abgelagert gedachten Bili- 
rubins vor sich geht. Diese Frage wire zu entscheiden, wenn man 
eine in seiner Vitalitaét stark geschaidigte Milz mit Blut durchstrémen 
laBt. Ist das Erscheinen des Bilirubins im Blute eine vitale Funktion, 
so muB es bei dem Durchstrémen einer nicht mehr lebenden Milz aus- 
bleiben, wahrend das postmortale Auslésen sich an der nicht mehr 
lebenden Milz ebenso einstellt. Das Abnehmen oder Aufhéren der 
Vitalitat kénnen wir leicht erreichen, wenn wir die Milz einige Stunden 


ohne Sauerstoffversorgung lassen. 


8. Versuch. 10. Februar 1921. 


Gewicht des Hundes 16 kg. Die isolierte Milz legten wir in eine mit 
kérperwarmer physiologischer Kochsalzlésung gefiillte Schale und spiilten 
sie mit defibriniertem Blute von der Arteria lienalis durch. Danach lieBen 
wir die Milz in der inzwischen abgekiihlten Kochsalzlésung auf Zimmer- 
temperatur 2 Stunden lang stehen. Nach 2 Stunden gaben wir die Milz 
in den Brodieschen Apparat und lieBen sie auf Koérpertemperatur mit 
120cem Blut 4 Stunden lang durchstrémen. Vor dem Versuch enthielt 
das Blut kein Bilirubin, nach dem Versuch war Bilirubin in Spuren vor- 
handen (Diazoreaktion sehr sehwach positiv, Hammarstenreaktion negativ). 
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Das Fettgewebe war fahigelb. In der zweiten Stunde des Versuchs be- 
stimmten wir den Sauerstoffverbrauch der Milz nach Barcrofts Differential- 
methode, um einen MaBstab zu gewinnen, wie weit noch die Milz als iiber- 
lebend zu betrachten ist. Zur Ausfiihrung dieser Bestimmung entnahmen 
wir je einem Seitenrohr der arteriellen wie venésen Leitung zur gleichen 
Zeit 1ecm Blut und bestimmten die Differenz in deren Sauerstoffgehalt. 
Aus dieser Angabe und aus der Strémungsgeschwindigkeit des Blutes 
berechnet, war der Sauerstoffverbrauch der Milz pro Minute auf 0,23 cem 
za setzen. Das Gewicht der Milz betrug 62g. Der Sauerstoffverbrauch 
von 1g Milz war demzufolge pro Minute 0,0037 cem. Uber den normalen 
Sauerstoffverbrauch der Milz fanden wir keine Angaben. Der von uns 
gefundene Sauerstoffverbrauch ist viel kleiner als der Sauerstoffverbrauch 
in situ untersuchter ruhender Niere, Pankreas, Darm oder Speicheldriise, 
aber beiliufig ebenso groB wie der Sauerstoffverbrauch ruhender quer- 
gestreifter Muskeln [nach Barcroft (3)]. Die Milz war also noch immer 
in ziemlich gutem, iiberlebendem Zustand; dies kann die geringe Bilirubin- 
bildung erklaren. 


In den folgenden zwei Versuchen lieBen wir die Milz noch langere 
Zeit ohne Sauerstoffversorgung stehen. AuBerdem lieBen wir sie nicht 
abkiihlen, sondern erhielten sie auf Kérpertemperatur auch wahrend 
der Dauer der Asphyxie. Damit trachteten wir ein schnelleres Absterben 
der Milz zu erzielen, denn das Bediirfnis an Sauerstoff ist gréBer bei 
héherer Temperatur; der Mangel an Sauerstoff stellt sich friiher und 
in héherem Grade ein und dies fiihrt zu schnellerem Absterben. Es 
ist auch bei anderen iiberlebenden Organen bekannt, daB sie bei Kérper- 
temperatur schneller absterben. So ist die Lebensdauer der isolierten 
quergestreiften Muskeln bei Zimmertemperatur viel linger als bei 
K6érpertemperatur (4). 


9. Versuch. 11. Februar 1922. 


Gewicht des Hundes 22 kg. Die isolierte und durchspiilte Milz legten 
wir in kérperwarme Kochsalzlésung und hielten sie so 4 Stunden lang im 
Thermostaten. ‘Dann spiilten wir die Milz neuerdings durch, um die sich 
wihrend des langen Stehens trotz der ersten Durchspiilung gebildeten 
Blutgerinnsel zu entfernen. Wir untersuchten das zum Durchspiilen ver- 
wendete Blut nach der Entleerung aus der Milz und fanden darin kein 
Bilirubin. Danach lieBen wir die Milz wahrend 4 Stunden mit 100 cem 
Blut durchstrémen. Im Blute ist weder am Beginn noch am Ende des 
Versuchs Bilirubin zu finden. Das Fettgewebe ist fahl, gelblichbraun und 
enthalt kein Bilirubin. Der Sauerstoffverbrauch der Milz ist am Ende 
der zweiten Stunde der Durchstrémung pro Gramm und Minute 0,0029 ccm. 


10. Versuch. 17. Februar 1922. 


Gewicht des Hundes 18 kg. Die Ausfiihrung des Versuchs war dieselbe 
wie im 9. Versuch. Die Milz war aber nur 3 Stunden lang ohne O,-Ver- 
sorgung in kérperwarmer Kochsalzlésung liegen geblieben. Das zweite 
Durchspiilen, das in dem 9. Versuch durchgefiihrt war, war nicht not- 
wendig. Die Durchstrémung erfolgte 4 Stunden lang mit 100 cem der 
iiblichen Blutmischung. Im Blute war weder am Beginn, noch am Ende 
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des Versuchs Bilirubin nachzuweisen. Das Fettgewebe war fahlgelb, ent- 
hielt kein Bilirubin. Sauerstoffverbrauch der Milz pro Gramm und Minute 
0,0027 cem. 

In dem 9. und 10. Versuch war der Sauerstoffverbrauch trotz 
der langen Dauer der Asphyxie noch groB genug. Die Milz war also 
noch nicht ganz abgestorben, sondern in iiberlebendem Zustande. 
Trotzdem erschien im Durchstrémungsblut kein Bilirubin. Nach 
langerer Asphyxiezeit verliert also die Milz ihre Fahigkeit, dem sie 
durchstrémendem Blute Bilirubin abzugeben. Dies ist aber kaum 
anders zu erkliren, als da das Abgeben von Bilirubin eine vitale 
Funktion der Milz ist. Diese Funktion ist gegen Mangel an Sauerstoff 
sehr empfindlich (s. vorhergehende Mitteilung). Nach langerer Asphyxie 
(wie sie in den Versuchen 9 und 10 bestand) hért sie véllig auf, trotzdem 
die Milz noch in tiberlebendem Zustande ist. Diese Tatsache steht 
nicht einzeln da, denn es ist bekannt, daB die feineren Funktionen 
auch anderer Organe gegen jede Einwirkung sehr empfindlich sind, 
wihrend dasselbe Organ seine minderwertigen Funktionen zu derselben 
Zeit noch gut bestreitet. So ist die Sekretion der itiberlebenden Driisen 
gewohnlich schon beeintrichtigt, wenn die elementare Funktion des 
Sauerstoffverbrauchs noch gut erhalten ist. 

Bilirubin erscheint also im Durchstrémungsblut infolge von vitaler 
Funktion der Milz. 

Der 9. und 10. Versuch bezeugen auch, daB die Bilirubinbildung 
nicht durch Bakterien bedingt ist. In der in dem Thermostaten ge- 
haltenen Milz kénnen sich die Bakterien noch besser vermehren. Ware 
die Bildung des Bilirubins durch Bakterien verursacht, so hatte sie 
hier noch gréBer sein miissen als in den typischen Versuchen. 


Ill. Wird Bilirubin auBer der Milz auch in anderen Organen gebildet? 

Es ware sehr interessant gewesen, auBer der Milz auch andere, 
dem retikuloendothelialen Apparat angehérende Organe zu_unter- 
suchen, nimlich Knochenmark und Lymphdriisen. Dies ist aber wegen 
technischer Schwierigkeiten undurchfiihrbar; so muBten wir uns auf 
die Untersuchung anderer, leichter durchstrémbarer Organe, so der 
Niere und Lunge, beschrinken. Von besonderem Interesse ist die 
Untersuchung der Lunge, weil Eppinger (5) fiir méglich halt, daB in 
der Erzeugung der Bilirubinimie bei Pneumonikern auch jene Bili- 
rubinbildung eine Rolle spielt, die in der Lunge stattfindet. 

Die Durchstrémung der Niere bzw. der Lunge ist genau so wie 
diejenige der Milz im Brodieschen Apparat vorgenommen worden. 
Von den Milzversuchen sind wir nun im folgenden abgewichen. Eine 
Kaniile haben wir nur in die Arteria renalis bzw. pulmonalis eingefihrt, 
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nicht aber in die entsprechende Vene. Das Blut floB frei aus der Vene 
heraus. Freilich war die Niere bzw. Lunge nicht in Kochsalzlésung 
gelegt, weil sich dann das Blut in letztere entleert hatte, sondern lag 
in einer kleinen, nach oben offenen Glasglocke, welche unten mit 
einem Tubus versehen war. Die Glocke war in einem Thermostaten 
angebracht, dessen Luft mittels nasser Watte feucht gehalten wurde. 
Auf dem Grunde der Glocke war eine durchlécherte Porzellanplatte, 
darauf lag das zu untersuchende Organ. Das aus der Vene flieBende 
Blut kam durch die Lécher der Porzellanplatte in den Tubus der Glocke 
und von dort durch eine Gummirohrleitung in das venése Sammel- 
gefaB. Die Durchstrémung wurde mit defibriniertem Blute ausgefiihrt, 
dessen kleiner Teil wie in den Milzversuchen mit destilliertem Wasser 
hamolysiert gewesen war. Die Tabellen I und II zeigen die Ergebnisse 
der Versuche. 


Tabelle I. 


Nierenversuche. 





|| Bilirubingehalt des Blutes 


Gewicht ie, , shoo 
Stains yo Asphyxie Rlutmenge Versuchs 
Nr. Hundes zeit dauer vor dem em Bade 
1921—1922 ky Min. com Std. Versuch = d. Versuchs 
1 2.XII 10 3 80 ee ws 
2 3. IL. 21 34/5 100 4 — — 
3 7. aes 9,7 3 60 4 _— oink 
4 10. IT. 16 3 80 5 | o— = 


Aus den Daten der Tabelle ist zu ersehen, dab in der tiberlebenden 
Niere kein Bilirubin gebildet wird. 

In den Lungenversuchen haben wir nur die linke Lunge benutzt. 
Im ersten Versuch hat die Lunge viel Blut zuriickgehalten, wahr- 
scheinlich darum, weil im kollaborierten Lungengewebe die Zirkulation 
verhindert ist. Darum haben wir in den spateren Versuchen durch 
eine in die Trachea gebundene Kaniile mittels eines Atmungsapparates 
die Lunge kiinstlich ventiliert. 

Es ist zu sehen, da®B unter den sechs Versuchen nur in einem 
einzigen eine Bilirubinbildung beobachtet werden konnte. Aber auch 
in diesem einen Versuch ist Bilirubin nur in minimalen Spuren ent- 
standen, so daB wir auch der tiberlebenden Lunge keine bilirubinbildende 
Fihigkeit zusprechen kénnen. 

Unsere Untersuchungen scheinen also darauf hinzuweisen, dab 
die extrahepatogene Bilirubinproduktion nur auf einzelne Organe 
(vielleicht nur auf die zum retikuloendothelialen Apparat gehérenden 
Organe) beschrankt ist. DaB aber die Bilirubinbildung in der Milz 
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Tabelle 11. 
Lungenversuche. 
Gewicht , : Bilirubingehalt des Blutes 
tiie yom Asphyxie Blutmenge Versuchs 
Ne. Hundes zeit dauer vor dem am Ende 
1921—1922 kg Min. _ Std. Versuch d. Versuchs 
l 22. X11. ll 5 * 4 —_ _ 
2 23, XII. 9 5 100 4 a sete 
3 27. XII. 10 * 90 5 — Diazo 
schwach +. 
> 100 — 
0. ili 
rubin 
4 4.1. 8 6 110 5), _— ae 
5 18. I. 20 7 150 4 _— a 
6 13. I. 12 5 . 4 — _ 


*} Daten wurden nicht aufgezeichnet. 


selber tatsichlich nur in den Zellen geschieht, die zum retikuloendo- 


thelialen Zellenapparat gehéren — wie dies allgemein angenommen 
wird —, das bedarf noch weiterer Beweise. 


Zusammenfassung. 

Die Bilirubinbildung in der iiberlebenden Milz ist nicht durch 
Bakterien bedingt. 

Die Bilirubinbildung wird nicht durch eine Ausspiilung des in 
der Milz abgelagert supponierten Bilirubins vorgetiuscht. 

Wenn die Vitalitat der iiberlebenden Milz abnimmt, dann bleibt 
die Bilirubinproduktion aus. 

In der iiberlebenden Niere und Lunge entsteht kein Bilirubin. 


Literatur. 

1) Ernst und Szappanyos, diese Zeitschr. 157, 16, 1925. — 2) Retzlaff, 
Zeitschr. f. d. ges. exper. Med. 34, 181. — 3) Asher-Spiro, Ergebn. d. Physiol. 
7, 757, 1908. — 4) Baglioni-Abderhalden, Handb. d. biochem. Arbeitsmeth. 
8, 1, 8S. 382. — 5) Hirschfeld-Eppinger-Ranzi, Hepatolienale Erkrankungen. 
S. 222. Berlin 1920. 



































Untersuchungen iiber extrahepatogene (Gallentarbstoffbildung 
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Lil. Mitteilung: 


Untersuchungen an der tiberlebenden Milz von mit Phenylhydrazin 
vergifteten Hunden. 


Von 
Z. Ernst und J. Forster. 


(Aus der 1. medizinischen Klinik der kénigl. ungar. Pazmaény-Péter- 
Universitat in Budapest.) 


(Eingegangen am 17. Januar 1925.) 


Die gute Wirkung der Splenektomie bei perniziéser Anamie und 
himolytischem Ikterus deutet dahin, daB die Milz beim Entstehen 
dieser Erkrankungen eine wichtige Rolle spielt. Im Sinne der Auf- 
fassungen von Alemperer und Hirschfeld (1) hemmt die Milz bei perni- 
ziéser Animie die Funktion des Knochenmarks, infolge Splenektomie 
aber bleibt diese Hemmung aus und die Funktion des Knochenmarks 
steigert sich. Eppinger (2) hingegen schlieBt auf Grund seiner Hamatin- 
stoffwechseluntersuchung dahin, daB nach Splenektomie die Funktion 
des Knochenmarks nachlaBt und die gute Einwirkung der Splenektomie 
eigentlich durch das Aufhéren des gesteigerten Zerfalls der roten Blut- 
kérperchen bedingt ist. Bei Eppinger nimlich gilt als MaBstab des 
Blutkérperchenzerfalls die Ausscheidung des Urobilinogens, und er 
fand, daB die gesteigerte Urobilinogenausscheidung nach Splenektomie 
auf den normalen Wert herabsinkt. Daraus folgt zweifellos, daB die 
gesteigerte Himolyse durch die Milz verursacht wird. Seine Versuche 
geben aber noch keine Erklirung iiber die Frage, ob die gesteigerte 
Hamolyse selbst in der Milz oder auf ihre Fernwirkung in anderen 
Organen stattfindet. Darauf gibt uns der Versuch H.v.d. Berghs (3) 
AufschluB, der eine direkte hamolytische Wirkung der Milz bei perni- 
ziéser Animie feststellte. Er fand namlich, daB bei perniziéser Animie 
das Blut der Milzvene Hamoglobin und Hamatin enthalt, das periphere 
Blut aber nicht, ferner daB der Bilirubingehalt des Blutes der Milzvene 
viel héher ist als der des peripheren Blutes. Bei perniziéser Anamie 
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besteht daher in der Milz eine hochgradige Hamolyse und aus dem 
frei gewordenen Hamoglobin bildet sich ebenfalls in der Milz Bilirubin. 
Die gleichen Verhiltnisse wie bei der perniziésen Animie fand 
H.v.d. Bergh bei mit Phenylhydrazin vergifteten Hunden. Die Milz- 
vene enthielt auch hier in grober Menge Bilirubin, woraus er darauf 
schloB, daB die Milz eine hamolysierende und Bilirubin erzeugende 
Fahigkeit besitzt; doch konnte er diese Bilirubin erzeugende Fiahigkeit 
nur bei den mit gesteigerter Haimolyse einhergehenden Erkrankungs- 
formen nachweisen. Aus unseren friiheren Versuchen erscheint es als 
sehr wahrscheinlich, daB die Milz auch unter normalen Verhaltnissen 
Bilirubin erzeugt. Wir fanden namlich, daB die blutdurchstrémte, 
tiberlebende Hundemilz Bilirubin erzeugt. Die Untersuchungsmethode 
schien sehr geeignet zur Entscheidung dessen, ob bei den Aniamien 
vom Typus der perniziésen Animie (z. B. Phenylhydrazinvergiftung) 
die Bilirubin erzeugende Fahigkeit der Milz ansteigt. Zur Klirung 
dieser Frage fiihrten wir folgende Versuche aus. Wir vergifteten Hunde 
mehrere Tage hindurch mit subkutan verabreichter 5proz. Lésung 
von Phenylhydrazin hydrochloricum'). Die Vergiftung wurde fort- 
gesetzt, bis sich an dem Tiere ausgepriagte Anaimie und Ikterus beob- 
achten lieBen, was gewéhnlich am fiinften bis achten Tage der Fall 
war. Da entnahmen wir die Milz des Hundes und lieBen sie in 
einem Brodieschen Apparat mit defibriniertem Blute durchstrémen, 
ahnlich wie in unseren friiheren Experimenten. Wir fiihrten fiinf 
Versuche aus, deren Daten in folgender Tabelle zusammengestellt 
sind. 


Zu den einzelnen Versuchen miissen wir noch folgendes bemerken: 


1. Versuch. Der Hund wurde 5 Tage lang behandelt. Er bekam im 
ganzen 10,5 cem 5proz. Phenylhydrazin. Er zeigte schon am vierten Tage 
ausgeprigte Animie. Der Versuch geschah am sechsten Tage, als sich 
schwacher Ikterus einstellte. Der Urin enthielt reichlich Bilirubin, das 
Blut aber nur in Spuren. Am Tage des Versuchs war der Hund sehr herab- 
gekommen, er konnte kaum stehen. Nach der Entnahme des zur Durch- 
strémung nétigen Blutes (etwa 150 ccm) durch die Carotis blieb die Herz- 
tatigkeit plétzlich aus. Da wurde die Milz méglichst rasch entfernt, mit 
defibriniertem Blute durchgewaschen, dann im Brodieschen Apparat 
durchstrémt. Die Asphyxiezeit der Milz war ein wenig verlingert durch 
den Umstand, da8 die Milz schon wahrend der Priparation ohne Blut- 
versorgung war. Doch schien dies die bilirubinerzeugende Fahigkeit nicht 
zu beeinflussen, denn bis zum SchluB des Versuchs vermehrte sich der Bili- 
rubingehalt des Blutes. Die Zirkulation war ziemlich gut, pro Minute etwa 
4 bis 5 cem, das Fettgewebe war vor dem Versuch normal, danach fahlgelb 


koloriert. 


') Da diese Lséung infolge ihrer sauren Reaktion groBe Schmerzen 
verursacht, ist es zweckmaBig, sie mit Natronlauge zu neutralisieren. 














Bilirubin in 100 com 


Durch: 


Gewicht der 
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2. Versuch. Der verwendete Hund vertrug das Phenylhydrazin besser. 
Er bekam um 50 Proz. mehr und war am Tage des Versuchs trotz der 
hochgradigen Anaimie in ziemlich gutem Zustand. Im dunkelbraunen 
Urin war Gallenfarbstoff reichlich, Urobilinogen in Spuren vorhanden. 
Das Blut enthielt geléstes Hamoglobin und ziemlich viel Bilirubin. Es 
war auffallend — und wir bemerkten dies auch bei anderen mit Phenyl- 
hydrazin behandelten Hunden bei der Zahlung der roten Blutkérperchen —, 
daB ein Teil der roten Blutkérperchen trotz starken Schiittelns in Klumpen 
agglutiniert war. Wegen der Agglutination konnte das Zihlen der roten 
Blutkérperchen nicht exakt durchgefiihrt werden; deshalb sind die in der 
Tabelle angegebenen Zahlen als Minimalwerte zu betrachten, zu welchen 
eine unbestimmbare, den agglutinierten Blutkérperchen entsprechende Zahl 
zu addieren ist. Die Durchstr6mung war zu Beginn gut, doch sehr bald 
verschlimmerte sie sich infolge eines unbekannten Faktors derartig, da®B 
die Milz wahrend des ganzen Versuchs pro Minute durchschnittlich von 
nur 1 bis 1,5 cem Blut durchstrémt war. Der MilzgréBe hatte eine Durch- 
strémung von 6 bis 8cem entsprochen. Wahrscheinlich ist es dieser sehr 
schlechten Durchstrémung zuzuschreiben, daB sich wahrend des Versuchs 
der Bilirubingehalt des Blutes nicht vermehrte; die Milz war wiihrend des 
ganzen Versuchs in relativer Asphyxie, und infolgedessen war ihre Vitalitiat 
verringert. Wie wir es in friiheren Versuchen zeigten, bildet eine Milz mit 
herabgesetzter Vitalitat kein Bilirubin. 


3. Versuch. Der Hund bekam etwa ebensoviel Phenylhydrazin wie 
der erste. Am Tage des Versuchs war maBige Animie, jedoch starker 
Ikterus vorhanden. Der Urin war dunkelbraun gefirbt, enthielt sehr 
viel Bilirubin und wenig Urobilinogen. Im Blute war kein gelistes Hamo- 
globin, jedoch Bilirubin reichlich vorhanden. Das Fettgewebe ist deutlich 
gelb gefarbt, darin wenig Bilirubin nachweisbar. Die Durchstrémung 
war bis zum Ende der ersten Stunde gut, lie’ dann langsam nach und 
betrug nach einer halben Stunde nunmehr etwa l ecm pro Minute. Die 
Ursache der schlechten Durchstrémung hatte diesmal im Apparat gelegen, 
da das Filterrohr durch kleine Fibrinfiiden verstopft war. Nachdem der 
Apparat in Ordnung gebracht war, war das Durchstrémen durch weitere 
3 Stunden sehr gut, pro Minute 8 bis 10 cem. Vielleicht ist es dieser zweiten, 
etwa 20 Minuten dauernden relativen Asphyxie zuzuschreiben, daB die 
Bilirubinbildung auch bei diesem Versuch verhdltnismaBig gering war. 


4. Versuch. Am Tage des Versuchs ist ausgepriigte Aniimie und starker 
Ikterus vorhanden. Der Urin ist dunkel, enthalt sehr viel Bilirubin. Auch 
im Blute ist reichlich Bilirubin vorhanden. Das Fettgewebe ist blaBgelb, 
enthalt wenig Bilirubin. Die Dauer der Asphyxie ist kurz, Durchstrémung 
wihrend des ganzen Versuchs ausgezeichnet (12 bis 15 cem pro Minute). 
Diesen zwei Umstiinden ist es zuzuschreiben, daB der Bilirubingchalt des 
Blutes einen in den vorhergehenden Versuchen noch nie beobachteten hohen 
Wert erreichte. Das Fettgewebe im Hilus der Milz ist nach dem Versuch 
dunkel, beinahe orangegelb. 


5. Versuch. Am Tage des Versuchs war im Urin des Hundes sehr viel 
Gallenfarbstoff, im Blute Bilirubin bloB spurenweise nachzuweisen. Die 
Durchstrémung war sehr gut, pro Minute 12 bis 1i5cem. Der Bilirubin- 
gehalt des Blutes zeigte wahrend des Versuchs eine starke Erhéhung. Das 
Fettgewebe in dem Milzhilus war vor dem Versuch schwach rosa, am Ende 
des Versuchs stark gelb. 
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Aus diesen Versuchen ist ersichtlich, daB in zwei Fallen wegen 
der Mangelhaftigkeit bzw. der kurze Zeit bestehenden Stérung der 
Blutversorgung sich Bilirubin tiberhaupt nicht oder nur in geringen 
Mengen bildete. In den weiteren drei Versuchen steigt die Bili- 
rubinkonzentration wahrend des Versuchs um 1,8 bis 2,6mg_ pro 
100 ccm. 

Es ist nun die Frage, welchen Schlub- wir aus den Resultaten 
unserer Versuche ziehen kénnen in betreff der Frage, ob Phenyl- 
hydrazinvergiftung die Bilirubinproduktion der Milz steigert oder nicht. 
Dabei kénnen wir die Versuche 2 und 3, bei welchen die Durch- 
strémung unvollkommen war, auBer acht lassen und nur die Resultate 
der Versuche 1, 4 und 5 in Betracht ziehen. In diesen drei Versuchen 
ist die Steigerung der Bilirubinkonzentration im Blute wahrend der 
Versuche durchschnittlich etwa 2,2 mg, also das Zweifache des Wertes, 
den wir bei unseren friiheren Normalversuchen beobachtet haben 
(im Durchschnitt etwa 1,1 mg). Bei der Berechnung der Bilirubin- 
produktion miissen wir auBer der Konzentration des Bilirubins auch 
die Menge des Blutes in Betracht ziehen. Bei den gegenwartigen Ver- 
suchen war die zur Durchstrémung benutzte Blutmenge eine gréBere 
als bei den Versuchen mit normaler Milz. Wahrend dort 80 bis 100 ccm 
Blut ausreichten, muBte hier die Durchstrémung wegen der stark 
vergr6éBerten Milz mit 120 bis 170 cem geschehen. Wenn wir demnach 
aus der Blutmenge und aus dem Ansteigen der Bilirubinkonzentration 
waihrend des Versuchs den Wert der Bilirubinproduktion berechnen, 
ist ersichtlich, daB die normale Milz im Durchschnitt etwa 1,2 mg, 
die durch Phenylhydrazin vergiftete durchschnittlich etwa 3,2 mg 
Bilirubin erzeugt, also beiliufig das 2'4fache des normalen Wertes. 
Diese Zahl ist aber als Minimalwert zu betrachten, denn die Differenz 
muB in Wirklichkeit gréBer sein. Es hauft sich namlich nicht nur im 
Blute, sondern auch im Fette und im Milzgewebe Bilirubin auf. Da 
die Phenylhydrazinmilz viel gréBer ist als die normale, speichert sich 
darin auch viel mehr Bilirubin auf. Diesen Faktor in Zahlen aus- 
zudriicken, ist uns nicht méglich, doch in Betracht gezogen, daB laut 
der Bestimmungen in Versuch 4 (s. weiter unten) die Bilirubinkonzen- 
tration in der Milz beinahe dieselbe ist wie im Blute, ferner, daB die 
Phenylhydrazinmilz beiliufig um 60 bis 80 g schwerer ist als die normale, 
kénnen wir den Mehrbetrag des in der Milz angehauften Bilirubins 
beilaufig als den vierten Teil des insgesamt produzierten Bilirubins 
feststellen. Dies in Rechnung nehmend, kénnen wir die Bilirubin- 
produktion der Phenylhydrazinmilz beiliufig auf das Dreifache der 
Bilirubinproduktion einer normalen Milz schatzen. 

Die Frage ist nun, was die Ursache der gesteigerten Bilirubin- 
produktion ist / 
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Infolge der Phenylhydrazinvergiftung nimmt die Milz an Grébe 
bedeutend zu. Besonders im Versuch 5 war die machtige VergréBerung 
der Milz auffallend, aber auch bei den drei anderen Versuchen war 
sie sehr groB, hyperimisch und von dunkelblaulicher Farbe. Das 
Gewicht konnte vor dem Versuch nicht festgestellt werden, denn 
das hatte die Dauer der Asphyxie verlingert. Wahrend des Versuchs 
nimmt das Gewicht der Milz zu, weil dieselbe wiaihrend der Durch- 
strémung mehr oder weniger Blut zuriickhalt. Die durch die Milz 
zuriickgehaltene Blutmenge kann festgestellt werden, wenn wir nach 
dem Versuch die im Apparat zuriickgebliebene Blutmenge bestimmen. 
Was von der urspriinglichen Blutmenge fehlt, wurde — einige Kubik- 
zentimeter Eintrocknungsverlust abgerechnet — von der Milz zuriick- 
gehalten. Leider sind diesbeziigliche Aufzeichnungen nur fiir die Ver- 
suche 4 und 5 vorhanden, in welchen das Gewicht der Milz vor dem 
Versuch nach der angegebenen Weise berechnet, etwa 115 bzw. 130 ¢ 
betrug. Das Gewicht der Milz normaler Hunde von gleichem Kérper- 
gewicht schwankt zwischen 30 bis 60g. Die Milz wachst daher infolge 
Phenylhydrazinvergiftung auf das Zwei- bis Dreifache an. Die Milz 
eines mit Phenylhydrazin vergifteten Hundes erzeugt zwei- bis dreimal 
so viel Bilirubin wie die Milz eines normalen Tieres. Dies wird wahr- 
scheinlich dadurch verursacht, daB die Milz des vergifteten Hundes 
zwei- bis dreimal gréBer ist als die eines normalen Tieres. 


Es schien interessant zu untersuchen, wie gro8 die Bilirubinmenge 
ist, welche von der Milz eines mit Phenylhydrazin vergifteten Hundes 
im ganzen produziert wird. Diese Frage untersuchten wir im Versuch 4. 
Nach dem Versuch wurde nicht nur der Bilirubingehalt des Blutes, sondern 
auch der Milz und des mit dem Milzhilus zusammenhiangenden Fettgewebes 
bestimmt. Der Bilirubingehalt des nach dem Versuch im Apparat zuriick- 
gebliebenen Blutes war 3,5 mg. Das Fett wog 30g; dessen Bilirubingehalt 
wurde auf folgende Weise festgestellt. Das Fett wurde fein zerkleinert, 
davon 10g mit heiBem Aceton wiederholt extrahiert und die Extrakte 
vereint; die Gesamtmenge des Extrakts war 135ecem. Aus dem Extrakt 
wurde durch Kiihlen mit Salz-Eismischung der gréBte Teil des gelisten 
Fettes ausgefroren. Nach dem Filtrieren gaben wir zu 2cem Extrakt 
¥%cem Diazolésung. Die Fliissigkeit firbte sich rosa, dabei wurde sie 
stark getriibt, da die noch gelésten Reste des Fettes durch den Zusatz 
der Diazolésung ausgefaillt wurden. Um die Lésung einer kolorimetrischen 
Untersuchung unterwerfen zu kénnen, muBte das Fett entfernt werden. 
Dies geschah, indem wir die Mischung mit 3,5cem Ather zusammen- 
schiittelten und stehenlieBen; nach einiger Zeit teilte sich die Fliissigkeit 
in zwei Schichten; in eine untere rosafarbige, wisserige Schicht von etwa 
4 ecm und eine obere, aceton-iatherische farblose Schicht von 5,5 cem. In 
der letzteren war die ganze Menge des zuriickgebliebenen Fettes gelést. 
Nach Entfernung der oberen Schicht wurde die untere, welche das Diazo- 
bilirubin enthielt, mit Alkohol auf die urspriinglichen 2,5 cem aufgefiillt 
und die Menge des Bilirubins kolorimetrisch bestimmt. Der so festgestellte 
Bilirubingehalt des Extrakts war 0,00063 Proz. In den 30g Fett waren 
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also 2,5 mg Bilirubin enthalten. Den Bilirubingehalt des Milzgewebes 
bestimmten wir auf gleiche Weise aus 10g der fein zerriebenen Milz und 
fanden, daB die ganze Milz 4,7 mg Bilirubin enthalt. Nach dem Versuch 
enthielten also die Milz, das Fett und das Blut insgesamt 10,7 mg Bilirubin. 
Aus dieser Menge wurde der Bilirubingehalt, welcher schon vor dem Versuch 
vorhanden war, abgerechnet. Dieser Wert kann nur durch Berechnung 
ermittelt werden, und zwar nahmen wir bei der Berechnung an, daB die 
Verteilung des Bilirubins im Blute einerseits, im Fettgewebe und in der 
Milz andererseits von der Bilirubinkonzentration unabhangig ist. Da der 
Bilirubingehalt des Blutes vor und nach dem Versuch bekannt ist, be- 
rechneten wir mit Hilfe obiger Annahme den Bilirubingehalt des ganzen 
Systems vor dem Versuch zu 2,8mg. Wahrend des Versuchs bildeten sich 
also in der Milz beilaufig 7,9 mg. Wie groB dieses Quantum ist, wird nur 
dann klar, wenn wir es mit jener Menge vergleichen, die wahrend derselben 
Zeit durch die Leber eines gleich groBen Hundes ausgeschieden wird. Ein 
Hund scheidet pro Kilogramm in einem Tage durchschnittlich 7 mg Bili- 
rubin aus. Ein Hund von 12 kg also in 4 Stunden 16 mg, also nur doppelt 
soviel, wie die Phenylhydrazinmilz im Versuch 4 erzeugte. Natiirlich 
sollte die Bilirubinproduktion der Phenylhydrazinmilz mit der Bilirubin- 
ausscheidung eines mit Phenylhydrazin vergifteten Hundes_ verglichen 
werden und nicht mit der eines normalen Tieres; doch war uns dies nicht 
méglich, da diesbeziiglich keine Angaben vorhanden sind. Nach den Ver- 
suchen von Ernst und Szappanyos betriigt die durch eine normale Milz 
erzeugte Bilirubinmenge beiléiufig den siebenten Teil der normalen Bili- 
rubinausscheidung. Dies weist darauf hin, daB die Bilirubinproduktion 
der Milz keine zu vernachlassigende GréBe ist, und daB sie sich bei den 
mit gesteigerter Himolyse einhergehenden Prozessen stark erhéhen kann. 


Zusammenfassung. 
Die Bilirubinproduktion der iiberlebenden Milz wachst infolge der 
Phenylhydrazinvergiftung auf das Zwei- bis Dreifache der normalen 
Produktion. 


Literatur. 
1) Klemperer und Hirschfeld, Therapie der Gegenwart, 8. 385. 1913. — 
2) Eppinger und Ranzi, Die hepatolienalen Erkrankungen. Berlin 1920. — 
3) H.v.d. Bergh, Der Gallenfarbstoff im Blute, 5. 285. 1918. 





Uber das Vorkommen von Tryptophan in Seidenfibroin. 


Von 


Eikichi Hiratsuka. 


(Aus dem Biochemica! Laboratory of the Sericultural Experiment Station, 
Departement of Agriculture and Commerce, Tokio, Japan.) 


(Eingegangen am 19. Januar 1925.) 


Obgleich die Abbauprodukte des Seidenfibroins mehrfach von 
verschiedenen Autoren untersucht worden sind, so gibt es doch bisher 
noch keinen positiven Beweis dafiir, daB Tryptophan darin enthalten 
ist. Hubbard!) war der erste, der darauf aufmerksam machte, daB der 
durch Pankreatin digerierte und mit Quecksilbersulfat gefallte Be- 
standteil der Seide eine positive Glyoxylsaurereaktion liefert. O. Fiirth?) 
behauptete dagegen, daB Seidenfibroin entweder gar keine oder nur 
aiuBerst schwache Voisenetsche Tryptophanreaktion zeige, was offenbar 
auf Verunreinigung zuriickzufiihren sei. 

Um diese Frage zu entscheiden, hat der Verfasser zuerst verschie- 
dene Tryptophanreaktionen, und zwar die Adamkiewizsche, die Glyoxy]- 
siure- sowie die p-Dimethylamidobenzaldehydreaktion an Fibroin 
selbst ausprobiert und gefunden, daB sie alle positiv ausfallen. Dann 
hat er das Fibroin mit Baryt hydrolysiert und bestatigt, daB diejenige 
Fraktion, die durch Quecksilbersulfat gefallt wird, die obengenannten 
Proben sowie die Bromreaktion gab. Besonders stark waren sie mit 
den Fibroinen der wilden Seiden (Yamamai und Tussah). SchlieBlich 
hat er gréBere Mengen des Fibroins mit Baryt hydrolysiert und konnte 
tatsichlich das Tryptophan in reinem Zustande isolieren. Der Gehalt 
desselben war erheblich héher in den wilden Seiden als in der gewéhn- 
lichen Zuchtseide. Die kolorimetrische Bestimmung nach Herzfeld 
bestatigte gleichfalls dieses Ergebnis. 


1) W. S. Hubbard, Journ. Amer. Chem. Soc. 38, 2032, 1911. 
*) O. Fiirth und Fr. Lieben, diese Zeitschr. 109, 145, 1920. 
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Isolierung des Tryptophans. 


Zu diesem Zwecke wurden 200g Seidenfibroin in einem groben 
Rundkolben mit 650g Atzbaryt und 4000 ccm Wasser iibergossen 
und unter RiickfluBkiihlung bei 103° 100 Stunden lang digeriert. Nach 
dem Erkalten wurde das Hydrolysat abgesaugt und mit heibem Wasser 
gewaschen. Das Filtrat wurde samt dem Waschwasser durch Zusatz 
von Schwefelsiure vom Baryt befreit und unter vermindertem Druck 
eingedampft. Der gréBbte Teil des Tyrosins schied sich dabei kristal- 
linisch aus. Die Mutterlauge des Tyrosins wurde mit Wasser auf 100 ccm 
gefiillt und mit so viel Schwefelsiure versetzt, bis die Lésung 5 Proz. 
H,SO, enthielt. Hierauf fiigte man eine 10proz. Lésung von Queck- 
silbersulfat in 5proz. Schwefelsiure in UberschuB hinzu. Es entstand 
dabei ein gelber Niederschlag, der nach 24 Stunden abgesaugt und 
mit 5proz. Schwefelsiure gewaschen wurde. Der Niederschlag wurde 
dann in Wasser suspendiert, mit Baryt neutralisiert und unter Er- 
wairmung durch Schwefelwasserstoff zerlegt. Man filtrierte nun vom 
Quecksilbersulfid ab; nach dem Vertreiben des Schwefelwasserstoffs 
dampfte man das Filtrat bei vermindertem Druck ein und gab so viel 
Schwefelsiure hinzu, bis sie 5 Proz. der Fliissigkeit erreichte. Es wurde 
jetzt mit einer 30proz. Phosphorwolframsaure im UberschuB versetzt, 
um die peptidartige Substanz zu entfernen, und nach 24 Stunden ab- 
filtriert. Das Filtrat wurde nach Entfernung der iiberschiissigen 
Phosphorwolframsiure und der Schwefelsiure durch Baryt wiederum 
mit Schwefelsiure angesiuert, bis die Lésung 5 Proz. der Siure enthielt, 
und dann mit tiberschiissigem Quecksilbersulfat gefallt. Der Queck- 
silberniederschlag wurde wieder mit Schwefelwasserstoff zerlegt und 
abfiltriert. Das Filtrat davon wurde mit Baryt von Schwefelsiure 
befreit und nach dem Zusatz von wenig Alkohol im Vakuum ein- 
gedampft. Es schied sich das Tryptophan bald als weiBe Kristailmasse 
aus, die aus 70proz. Alkohol umgelést wurde. 

Die Ausbeute betrug, auf 100g Fibroin berechnet: 


Gewohnliche Zuchtseide . +. + 
Chinesische Tussahseide . . . 2,24¢ 
Yamamaiseide....... . 2,22¢ 


Aus heiBem 70proz. Alkohol scheidet sich das Tryptophan in 
seidenglinzenden, sechsseitigen Tafeln aus. Es war optisch inaktiv, 
also d,l-Tryptophan. Es schmeckte siBlich und gab alle charak- 
teristischen Reaktionen des Tryptophans. Im Kapillarrohr erhitzt, 
verfarbte es sich gegen 250° und schmolz bei 264°. 

Die Analyse gab folgendes Resultat: 


1. d,l-Tryptophan aus dem Fibroin der gewéhnlichen Zuchtseide. 
0,1284 g Substanz gaben 0,3034 g CO,, 0,0708 g H,O. 
0,1387 g Substanz gaben 23,12 mg NH, (nach Kjeldahl). 
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(,,H,,0,N,. Ber. 64,67 Proz. C, 5,93 Proz. H, 13,73 Proz. N 
at, G47 . (4637 « 2 Aw... N. 
2. d,l-Tryptophan der Yamamaiseide. 
0,1267 g Substanz gaben 0,3002 g CO,, 0,0657 g H,O. 
0,2087 g Substanz gaben 34,513 mg NH, (nach Kjeldahl). 
Gefunden 64,64 Proz. C, 5,80 Proz. H, 13,60 Proz. N. 
3. d,1l-Tryptophan der chinesischen Tussahseide. 
0,1579 g Substanz gaben 0,3745 g CO,, 0,0835 g H,O. 
0,2597 g Substanz gaben 42,667 mg NH, (nach Kjeldah/). 
Gefunden 64,70 Proz. C, 5,92 Proz. H, 13,57 Proz. N. 


d, l-Tryptophan-pikrat. 

Wenn man die wasserige Lésung von Tryptophan mit einer aqui- 
valenten Menge Pikrinsiure erwirmt, so erhailt man das Pikrat als 
glinzende gelbe Nadeln, die in Alkohol leicht, in Ather und Wasser 
schwer léslich sind. Schmelzpunkt 195°. 

0,1683 g Substanz gaben 23,88 mg NH, (nach Kjeldahl). 

(4, Hy,O,N,.CgH,N,0;. Ber. 16,17 Proz. N; gef. 15,95 Proz. N. 


Benzolsuljo-d, l- Tryptophan. 

0,5g Tryptophan wurden in n Natronlauge gelést und mit 2,5 cem 
Benzolsulfochlorid und 30 cem n NaOH portionsweise und abwechselnd 
unter Schiittelung versetzt. Nach dem Verschwinden des Geruchs 
von Benzolsulfochlorid wurde das Reaktionsprodukt durch Zusatz 
von Eisessig gefillt und aus verdiinntem Alkohol umkristallisiert. 
Es bildete farblose Nadeln vom Schmelzpunkt 189°, die in Alkohol 
leicht, in Ather und Wasser aber schwer léslich waren. 

0,1684 g Substanz gaben 16,534 mg N H3. 

Cy, Hy, 0,N,S80,C,H;. Ber. 8,14 Proz. N; gef. 8,08 Proz. N. 


B- Naphthalinsuljo-d, l-Tryptophan. 

1 g Tryptophan wurde in n NaOH gelést und mit einer atherischen 
Lésung von 1,12 g $-Naphthalinsulfochlorid geschiittelt. Der dabei 
gebildete Niederschlag wurde in 20 ccm Wasser suspendiert, mit ver- 
diinnter Schwefelsiure angesiuert und mit gleicher Menge Ather im 
Scheidetrichter geschiittelt. Die atherische Schicht wurde abgetrennt 
und zweimal mit Wasser gewaschen. Das dabei zuriickgebliebene 
8-Naphthalinsulfo-d, |-Tryptophan wurde aus 70proz. Alkohol mn- 
kristallisiert. Es bildete farblose, sechsseitige Tafeln vom Schmelz- 
punkt 201°, die in Alkohol und Ather leicht, in Wasser schwer léslich 
waren. 


0,4200 g Substanz gaben 35,394 mg N Hy. 
Cy, Hy, O, N.S OC y. Hp. Ber. 7,11 Proz. N; gef. 6,93 Proz. N. 
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Kolorimetrische Bestimmung des Tryptophans. 

Die Bestimmung des Tryptophans in Seidenfibroin wurde nach 
dem Herzfeldschen, von Holm und Greenbank') modifizierten Verfahren 
ausgefiihrt. Das Prinzip dieses Verfahrens beruht auf der Entwicklung 
der blauvioletten Farbung, die durch Einwirkung von p-Dimethyl- 
amidobenzaldehyd auf Tryptophan in salzsaurer Lésung hervorgerufen 
wird. Man vergleicht die Intensitat der Farbe kolorimetrisch (mit 
Dubosqschem Kolorimeter) mit einer Standardlésung, die eine be- 
stimmte Menge Tryptophan enthalt. Als Standard nimmt man ge- 
woéhnlich das Casein, welches nach Hammarsten dargestellt wird. Nach 
Hopkins und Cole enthalt das Hammarstensche Casein 1,5 Proz. Trypto- 
phan, waihrend Holm und Greenbank annehmen, daB es 2,24 Proz. 
enthalt. So muB der beobachtete Wert des Tryptophans nach Herz- 
feldschem Verfahren grobe Abweichung zeigen, je nach der Annahme 
des Tryptophangehalts im Casein. Es geniigt aber, um eine relative 
Menge desselben in verschiedenen Substanzen zu vergleichen. 

Die Bestimmung wurde folgenderweise ausgefiihrt: 

0.1 g Fibroin wurde in einem Gemisch von 40 cem 30proz. Salz- 
siure und 2ccm der 5proz. Lésung von p-Dimethylamidobenzaldehyd 
in 10proz. Schwefelsiure méglichst schnell unter Abkihlung gelést. 
mit 10 cem auf 0° abgekiihltem Wasser verdiinnt und 2 Tage bei 35° 
stehengelassen, wobei die blauviolette Farbe ihre maximale Intensitat 
erreichte. Es wurde dann mit einer Standard-Caseinlésung, die gerade 
wie oben bereitet war, verglichen. 

Die folgenden Zahlen wurden gefunden unter der Voraussetzung, 
daB das Casein 1,5 Proz. Tryptophan enthalt. 


Tryptophangehalt des Fibroins: 


aus gewohnlicher Zuchtseide . . . . 0,75 Proz. 
ees sc tt kt et 
chinesischer Tussahseide . . . . 4,14 
Zusammenfassung. ; 


Das Tryptophan wurde-aus dem mit Baryt hydrolysierten Produkt 
des Seidenfibroins rein dargestellt. Der Gehalt hieran war erheblich 
héher in den wilden Seiden, wie Yamamai- und chinesischer Tussah- 
seide, als in gewéhnlicher Zuchtseide. Die kolorimetrische Bestimmung 
nach Herzfeld bestatigte diesen Befund. 


1) G. BE. Holm und G. R. Greenbank, Journ. Amer. Chem. Soc. 45, 
1788, 1923. 
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Zellatmung. 


ll. Mitteilung: 
Der Oxydationsmechanismus der Milchsiure. 


Von 
A. v. Szent-Gydérgyi. 
(Aus dem physiologischen Laboratorium der Reichsuniversitat zu Groningen. } 


(Eingegangen am 19. Januar 1925.) 
Mit | Abbildung im Text. 


In der ersten Mitteilung dieser Versuchsreihe') habe ich mich 
mit der Oxydation der Bernsteinsiure beschiftigt. Der Zweck 
dieser Versuche war, festzustellen, wie sich an diesem klassischen Bei- 
spiele der biologischen Oxydation die Wasserstoffaktivierung zw 
Sauerstoffaktivierung verhalt. Das Resultat dieser Versuche war, 
daB gezeigt werden konnte, daB sich an dieser Oxydation sowohl die 
Wasserstoff- als die Sauerstoffaktivierung beteiligen, das beide in 
gleicher Weise unumgianglich nétig sind, daB bei dieser Oxydation 
der aktive Wasserstoff durch den aktivierten Sauerstoff verbrannt wird 
und die Oxydation durch das Ineinandergreifen beider Aktivierungs- 
prozesse zustande kommt. In der Terminologie der Wasserstoffakti- 
vierungstheorie heift dies, daB der biologische Wasserstoffakzeptor 
der im Warburgschen System aktivierte Sauerstoff ist. Der molekulare 
Sauerstoff ist kein Wasserstoffakzeptor. 


Durch die freundliche Zusendung eines Sonderabdrucks ist mir 


seither eine Arbeit aus dem Hopkinsschen Laboratorium bekannt 
geworden, in der ihr Verfasser. A. Fleisch, u. a. iiber denselben reakti- 
vierenden Einflu8 des Methylenblaus bei Cyanvergiftung berichtete, 
der auch zum Teil die Grundlage meiner Arbeit bildete?). Die Kon- 


') Diese Zeitschr. 150, 195, 1924. — Ich méchte die Gelegenheit benutzen, 
um einen sehr stérenden Druckfehler dieser Arbeit zu korrigieren, der 
beim Lesen der Korrekturen damals leider stehen geblieben ist: in dei 
letzten Zeile der S. 207 soll es heiBen ,,unmiBbar™ an Stelle von ,,unmeBbar*. 

*) A. Fleisch, Biochem. Journ. 18, 294, 1924. Diese Arbeit erschien 


ungefahr zur Zeit der Absendung meiner Arbeit, so daB ich sie, als mir 


unbekannt. in meiner ersten Mitteilung leider noch nicht beriicksichtigen 


konnte. 
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klusion, zu der 4. Fleisch an Hand dieses Versuchs gelangt, ist ebenfalls 
die, daB an der biologischen Oxydation der Bernsteinsiure sowoh! 
eine Wasserstoff-, wie eine Sauerstoffaktivierung beteiligt ist. 

Es liegen zahlreiche Griinde vor, um zu denken, dab dieser doppelte 
Verbrennungsmechanismus im wesentlichen wohl den ganzen groben 
Komplex der biologischen Oxydation charakterisiert. Bei dem Studium 
der Literatur der Wasserstoffaktivierung wird man sich wohl kaum 
des Eindrucks entziehen kénnen, daB in der Wasserstoffaktivierung 
tatsichlich ein fundamentales Prinzip der biologischen Oxydation 
erkannt wurde. Auf der anderen Seite wird aber durch Warburg mit 
Recht betont, daB das Cyan die ganze Zellatmung vergiftet, und da 
diese Substanz wohl die Sauerstoffaktivierung, nicht aber die Wasser- 
stoffaktivierung vernichtet, so miissen wir mit Warburg in der Sauer- 
stoffaktivierung ebenfalls ein fundamentales Prinzip der Zellatmung 
erblicken. 

So scheint es also, daB dieser, bei der Bernsteinsiure mit Sicherheit 
nachgewiesene doppelte Oxydationsmechanismus im wesentlichen dic 
ganze Zellatmung charakterisiert. Im Falle der Bernsteinsiure sind beide 
Mechanismen an das unldésliche Plasmageriist gebunden, was Thunberg') 
auch fiir eine lange Reihe anderer Wasserstoffaktivierungsfermente. 
d.h. Dehydrasen zeigen konnte. 

Immerhin haben aber Versuche, die ich vor etwa vier Jahren 
iiber die Funktion der Nebennierenrinde ausgefiihrt habe (unpubliziert). 
mich vermuten lassen, daB das Prinzip der biologischen Oxydation 
bei einem sehr wesentlichen Teile der Oxydationsprozesse durch das 
Eingreifen einer léslichen Substanz kompliziert sei, eine Vermutung. 
die fiir mich dann auch die Anleitung zu den Untersuchungen iiber den 
Mechanismus der Zellatmung war. Das erste untersuchte Beispiel. 
der Oxydationsmechanismus der Bernsteinsaure, lie} aber fiir eine 
derartige lésliche Substanz keine Rolle iibrig. Die an das Plasma- 
geriist gebundene Wasserstoff- und Sauerstoffaktivierung ist auch 
ohne das Mitwirken einer léslichen Substanz wirksam, da, wie bereits 
Battelli und Stern?)*) zeigten, auch der erschépfend gewaschene Muskel 
die Bernsteinsiure mit groBer Energie oxydiert. 

Der angewiesene Weg fiir die weiteren Versuche war nun der, die 
Untersuchung auch auf den Oxydationsmechanismus anderer Sub- 
stanzen auszubreiten, und zwar als weiteres Beispiel eine Substanz 
zu nehmen, von der — im Gegensatz zur Bernsteinsiure — wohl be- 
kannt ist, daB sie im Wege des Zellstoffwechsels liegt und von der 


1) Th. Thunberg. Skand. Arch. f. Physiol. 40, 1, 1920. 

2) Batt-lli und Stern, diese Zeitschr. 80, 172, 1910. 

3) L. Stern, Uber den Mechanismus der Oxvdationsvorgange im Tier- 
organismus. 1914. 
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Zelle direkt oxydativ angegriffen wird. Die meist angewiesene Substanz 
schien hierfiir die Milchsiure zu sein, von der wir heute mit Sicherheit 
wissen, daB sie im Zellstoffwechsel eine sozusagen zentrale Stelle 
einnimmt. 

Durch die Arbeiten von Thunberg und Warburg waren die Grund- 
lagen zu diesem Studium der Milchsaureoxydation bereits gegeben. 
Thunberg') hat gezeigt, daB die tierischen Gewebe, namentlich der 
Froschmuskel fiir diese Saure eine recht aktive Dehydrase, d. h. ein 
Wasserstoffaktivierungsferment enthalt, woraus konkludiert werden 
konnte, daB die Milchsaure durch die Zelle dehydrierend angegriffen wird. 
Andererseits konnte aus der generellen Wirkung des Cyans mit Warburg 
geschlossen werden, dab auch fiir die Oxydation dieser Substanz eine 
Sauerstoffaktivierung unumgiinglich nétig sei. Das bei der Bernstein- 
siure gefundene Prinzip des doppelten Oxydationsmechanismus schien 
also auch hier seine Giiltigkeit zu haben 

DaB aber der Oxydationsmechanismus hier durch das Eingreifen 
einer dritten léslichen Substanz kompliziert sei, dariiber finden wir 
bereits einige Angaben in einer der schénen Arbeiten Meyerhofs*) 
iiber die Atmung des Froschmuskels. Meyerhof findet namentlich, 
daB die Fahigkeit des Froschmuskels, Milchsiure unter Sauerstoff- 
aufnahme zu oxydieren, durch erschépfende Extraktion mit Wasser 
verloren geht. Daraus zieht er die Folgerung, daB die Oxydation 
der Milchsiure durch den Froschmuskel ,,wahrscheinlich** an die An- 
wesenheit eines Koferments gebunden ist, die er geneigt ist, mit dem 
Atmungskérper zu identifizieren; dieselben Versuche wurden spiter 
durch W. Lipschitz*) mit der Nitroreduktionsmethode mit demselben 
Resultat wiederholt. 

Immerhin scheint es aber, daB in diesen Versuchen die Strenge 
der Beweisfiihrung nicht mit der Tragweite der Konklusionen im Ein- 
klang steht. Erstens nimlich ist es recht gut denkbar, daB durch die 
Extraktion in diesen Versuchen nicht ein Koferment entfernt, sondern 
die Oxydationsfermente selbst ausgespiilt oder vernichtet wurden. 
Es wird spater gezeigt, daB die Milchsiure-Dehydrase dem Waschen 
gegeniiber tatsichlich recht empfindlich ist, daB also diese letzte Er- 
klirungsméglichkeit der obigen Versuche wohl recht auf der Hand 
liegt. Andererseits ist in der letzten Zeit durch Versuche von H. F. 
Holden*) aus dem Hopkinsschen Laboratorium das Bestehen bzw. 
die Kofermentnatur des Meyerhofschen Atmungskoérpers sehr zweifel- 
haft geworden. Diese Versuche scheinen mit Deutlichkeit zu zeigen, 


') Th. Thunberg, \. c. 

*) O. Meyerhof, Pfliigers Arch. 175, 20, 1919. 

8) W. Lipschitz und A. Gottschalk, ebendaselbst 191, 1, 1921. 

4) H. F. Holden, Biochem. Journ. 17, 361, 1923; 18, 535, 1924. 
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da der Atmungskérper bzw. der Kochsaft des Muskels ihren reakti- 
vierenden EinfluB auf die Atmung des gewaschenen Muskels nicht 
durch etwaigen Kofermentgehalt ausiibt, sondern dab dieser Kochsaft 
im wesentlichen nur ein Gemenge extrahierter Brennstoffe darstellt 
Der reaktivierende EinflufB des Kochsaftes auf den extrahierten Muskel 
ist demnach einfach derart zu deuten, da dem, durch Extraktion 
seiner Brennstoffe beraubten Muskel mit ‘dem Kochsaft nun seine 
Brennstoffe zuriickgegeben werden. Auch kann Holden im Kochsaft 
keine kofermentartige Substanz nachweisen, die auf die Milchsiure- 
oxydation einen aktivierenden EinfluB ausiibt. Es sei vorausgreifend 
auch erwahnt, daB, soweit ich einige Versuche mit Kochsaft angestellt 
habe, diese in Ubereinstimmung mit Holden, frei von Koferment 
fiir Milchsaureoxydation gefunden habe. 

Die notwendige Beteiligung eines Koferments an der Oxydation 
der Milchsiure scheint nur dann erwiesen zu sein, wenn gezeigt werden 
konnte, da der durch Extraktion inaktivierte Muskel durch das 
Zufiigen des fermentfreien Extrakts in seiner Fahigkeit, Milchsiure 
unter Nauerstoffaufnahme zu oxydieren, reaktiviert werden kann. Es 
sei hier vorausgreifend kurz erwahnt, daB es mit derartigen Reak- 
tivierungsversuchen tatsichlich auch gelingt, in einwandfreier Weise 
zu zeigen, dab die Oxydation der Milchsdure durch das Muskelgewehe 
an die Anwesenheit eines Koferments gebunden ist. Dieser Nachweis 
ist der Gegenstand vorliegender Arbeit. 


Allgemeines tiber die Methodik. 

Das Material der Versuche war das gewaschene Muskelgewebe. 
als Indikator der Prozesse diente der Sauerstoffverbrauch und die 
Methylenblauentfarbung nach Thunberg'). 

Material. In einem kleinen Teil der Versuche wurde das Muskel- 
gewebe der zahmen, bunten Ratte gebraucht (bei der weiteren Be- 
schreibung der Versuche besonders angegeben). Das eigentliche Materia! 
der Arbeit war aber der Zwerchfellmuskel des Schweines. 

5 

Dieses Material, der Zwerchfellmuskel, hat besondere praktische und 
wahrscheinlich auch theoretische Vorteile. Der groBe praktische Vorteil 
ist der, daB durch das Entfernen dieses Organs keine gréBeren Muskel massen 
heschiidigt werden, weswegen der Schlichter dieses Material gern und billig 
abgibt, da hierdurch der Handelswert des Tieres nicht vermindert wird. 
Der theoretische Vorteil liegt in dem Umstande, daB in diesem Muskel der 
Oxydationsmechanismus besonders stark entwickelt zu sein scheint, worauf 
die durch Vernon*) in diesem Muskel gefundene besonders starke Indopheno! 
oxydation hinweist, und ich habe auch den Eindruck gewonnen, daB in 


') Th. Thunberg, |. ¢. 
*) H. M. Vernon, Journ. of Physiol. 48, 96, 1911. 
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diesem Muskel die Milchsiiture-Dehydrase dem Waschen gegeniiber un 
empfindlicher ist, wie im Kérpermuskel. AuBerdem 1aBt sich dieser Muske! 
besonders Jeicht vom umgebenden Fett und Bindegewebe befreien, und 
die so gereinigten kraftigen, dicken Muskelbiindel sind sozusagen fett 
und sehnenfrei. Die Fettfreiheit ist bei diesen gemiisteten Tieren ein nicht 
veringer Vorteil. 

In allen Fallen wurde das Material so frisch wie méglich verarbeitet. 
Die Ratten wurden unmittelbar vor dem Versuch getétet und der Schweine 
muskel wurde ebenfalls den soeben getéteten und gedffneten Tieren ent- 
nommen, dann vom unweit liegenden Schlachthause mit dem Fahrrade 
nach dem Laboratorium gebracht und sogleich der weiteren Verarbeitung 
unterzogen., 

Die Verarbeitung des Materials war die folgende: Der Muskel wurde 
an einem Brette mit emem groBen, scharfen Hackmesser mit raschen 
Bewegungen nach Thunberqg weitgehend und gleichmiaBig zerkleinert. 
und zwar bis zu einer gemittelten TeilchengréBe von ungefahr | emm. 
Dann wurde der Muskelbrei in der etwa l5fachen Menge eisgekiihlten 
destillierten Wassers suspendiert und 15 Minuten in nicht zu raschem 
Tempo am Schiittelapparat geschiittelt. Dann wurde durch ein reines Tuch 
filtriert, ausgepreBt, nochmals in Wasser suspendiert, in gleicher Weise 
geschiittelt. filtriert und kraftig ausgepreBt. Dann wurde der Muskel 
nochmals kraftig zwischen Filterpapier in diinnerer Schicht ausgeprebt. 

Hiernach wurde der Muskel mit der halben Gewichtsmenge von Glas- 
pulver versetzt und dann in einem Moérser zerknetet. Mit Riicksicht auf die 
mégliche Wiarmeentwicklung wurde nicht gerieben, sondern mit kraftigen. 
langsamen Bewegungen gestampft, bis die Muskelstiickchen verschwanden 
baw. weitgehend aufgefasert waren. Dies wird wenn man nicht mit zu 
groBben Muskelmengen arbeitet (etwa 10g) in 2 bis 3 Minuten erreicht. 
Das derartig gewonnene Material wird nun in einem Becherchen, gut be 
deckt, zwischen Eis bewahrt. Die Bedeutung der Vorkiihlhing des Wasch 
wassers wird spiiter besprochen. 

Die Feinheit des verwendeten Glaspulvers ist ein nicht unwesentlicher 
Faktor. Ein zu feines Pulver inaktiviert die Dehydrase der Milchsiure. 
(Andere Dehydrasen, wie z. B. die Succindehydrase, werden nicht geschidigt. ) 
Darum wurde das Pulver erst durch ein seidenes Sieb mit Liéchern von 
0.25 qmm gesiebt, der grobe Rest verworfen, das Pulver dann griindlich 
durch ein Sieb mit Léchern von 0,085 mm gesiebt, und dann fiir die Versuche 
der Riickstand mit der TeilchengréBe von 0,085 bis 0,25 mm Durchmesser 
benutzt. 

Diese feinere Zerteilung des Muskels mit Glaspulver hat sehr grobe 
Vorteile. Durch diese Verteilung wird die Diffusion als unbekannter, in 
vielen Fallen vielleicht limitierender Faktor ausgeschaltet, und zwar in 
bazug auf alle verwendeten Faktoren: Sauerstoff, Milchsaure Kofermente usw. 

Ganz unumgiinglich nétig scheint diese feinere Zerteilung des Muskels 
bei den Dehvdrierungsversuchen, wo Methylenblau als Indikator gebraucht 
wird. Arbeitet man nimlich mit gréberen Muskelteilchen. die man bloB 
dureh Zerkleinerung mit dem Messer erhialt, so wird man hauptsachlich 
die Wirkung der Fermente beobachten, die an der Oberflache der Teilchen 
sitzt. Im Falle der Milchsiiure sind diese Fermente aber eben an der Ober- 
flache der Teilechen durch das Waschen inaktiviert (oder weggespiilt), 
wahrenddessen das Innere der Teilchen noch sehr wirksame Dehydrasen 
enthalt. So gibt dann die Methylenblauentfarbung unrichtige, mit den 
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aeroben Versuchen (wo Sauerstoffverbrauch gemessen wird) inkongruente 
Resultate. AuBerdem ist die Entfirbung in dem mit Glas verteilten Muskel 
auch viel schirfer zu beobachten. 

Die Entfdrbungsversuche mit Methylenblau wurden bei 37° in dena. a. O.') 


beschriebenen Thunbergréhrcehen angestellt. Die abgewogene Muskel- 
masse wird in Form eines festen Klimmpchens in das Réhrehen eingefiihrt 
und hier mit den betreffenden Fliissigkeiten iiberschichtet. Bei dei 


Evakuierung schwillt das Kliimpchen zu einer porésen Masse an, die sich 
dann durch Schiitteln sehr gleichmaéBig verteilen und mit der Fliissigkeit 
griindlich durchmengen laBt. 

Der Sauerstoffverbrauch wurde im beiliegend abgebildeten (Abb. 1) 

Respirometer gemessen. In diesem Respirometer wurde der Muskel stets 
in 0,2 mol. Kaliphosphatlésung mit py 7,2 mit einem Glasstibchen gleich- 
miBig suspendiert. Es wurden bei 
allen Versuchen stets zwei gleiche 
Apparate verwendet, die im Wasser- 
bade (37°) dem Barcroftdifferential- 2 
manometer angeschlossen wurden. 
Wahrend der Versuche wurde stets 
mit einem Motor in horizontaler 
Richtung kriiftig geschiittelt. Mit den 
Ablesungen des Sauerstoffverbrauchs 
wurde 10 Minuten nach Versenken 
der Apparate im Wasserbade — be- 
gonnen. 

Das verwendete WVanometer tragt 
in semer Mitte emen T-Hahn, der 
zum QOlreservoir fiihrt (s. Abb. 1). 
Wiihrend der Arbeit ist dieses Reser- 
voir stets ausgeschaltet. Das _ Ein- 
schalten dieses Hahnes hat fiir die 
Fiillung und Reinigung des Mano- 


_ SRQQQNNURAARRRTSANR 
meters groBe Vorteile. Natiirlich muB 
dieser Hahn sehr genau geschliffen 
<ein. Er wird nicht gefettet, sondern 
vor der Filling des Manometers mit 


Glycerin befeuchtet. 
Die Kohlensdure wurde in folgen- Abb. 1 

der Weise gebunden: Ein entsprechend 

ausgeschnittenes Stiick dicken Léschpapiers (Abb. 1, C) wurde an seiner 
Mitte mit einem Tropfen geschmolzenen Paraffins befeuchtet. An cleser 
paraffinierten Stelle wird das Papierchen in der Klemme befestigt, die am 
AbfluBréhrehen angebracht und in Abb. | B vergréBert wiedergegeben ist. 
Die peripheren Partien des Papieres werden mit starker Kalilauge befeuchitet 
(+ 0,1 cem). Die Bedingungen der Bindung der CQO, sind an dem 
frei im GefaiB suspendierten Papier sehr giinstig. Die gebildete CO, 
wurde nicht bestimmt, aber in Versuchen, wo dies nétig sein sollte, 
scheint mir dies mit dieser Methodik sehr leicht méglich. Es wird keine 
Schwierigkeiten geben, den CO,-Gehalt des Papieres gasometrisch zu 


bestimmen. 
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1) Diese Zeitschr. 150, 195, 1924. 
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Ubersicht der Ergebnisse. 

Die experimentellen Ergebnisse vorliegender Arbeit sind die 
folgenden: der in obiger Weise behandelte Muskel zeigt keinen oder 
einen nur spurenhaften Sauerstoffverbrauch. Wird dem Muskel Milch- 
sdiure (bzw. Na-Lactat) in neutraler Lésung in einer Konzentration 
von 0,05 bis 0,02 mol. zugesetzt, so wird hierdurch die stillstehende 
oder sehr geringe Sauerstoffaufnahme nicht gesteigert, als Zeichen 
dessen, daB der extrahierte Muskel nicht imstande ist. Milchsaure unter 
Sauerstoffaufnahme zu oxydieren'). 

In diesem, durch Extraktion in seiner Milchsiureoxydation in- 
aktivierten Muskel laBt sich mit der Thunbergschen Methylenblau- 
entfarbungsmethode eine kraftige Milchsiurehydrase nachweisen. Der 
in seiner Milchsiureoxydation inaktivierte Muskel ist also imstande, 
den Wasserstoff der Milchsiure in energischer Weise zu aktivieren, 
d.h. die Milchsiure zu dehydrieren, vermag aber nicht den aktiven 
Wasserstoff zu oxydieren. 

Der extrahierte Muskel ist stets imstande, Bernsteinsiure und 
para-Phenylendiamin kriftig zu oxydieren, als Zeichen dessen, dal 
in ihm neben der Dehydrierung auch das System oder wenigstens 
gewisse Systeme der Sauerstoffaktivierung ungestért vorhanden sind 
[vgl. erste Mitteilung?)], und daB diese neben der Wasserstoffaktivierung 
der Milchsiure bestehen kénnen, ohne da es zu einer Oxydation des 
aktiven Wasserstoffs bzw. Reduktion des aktiven Sauerstoffs kame. 

Der durch Extraktion inaktivierte Muskel kann durch Zufiigung 
des Extrakts in seiner Fahigkeit, Milchsiure unter Sauerstoffaufnahme 
zu oxydieren, wieder reaktiviert werden. Der Extrakt selbst, ohne 
Muskel, ist nicht imstande, Milchsiure zu oxydieren, ist also ebenso 
inaktiv wie der Muskel ohne Extrakt. Das wirksame, den extrahierten 
Muskel reaktivierende Prinzip des Extraktes ist koktostabil, siurefest, 
kann aus seiner neutralen Lésung mit Bleiacetat niedergeschlagen 
werden und kann aus diesem Bleiprazipitat mit H,S wieder in aktiver 
Form zuriickgewonnen werden. Das aktive Prinzip, das ich im folgenden 
mit Meyerhef als Koferment bezeichnen werde, ist in 80 Proz. Aceton 
léslich, kann aber aus dieser Lésung mit Petrolather nicht ausge- 
schiittelt werden. Das Koferment wird in saurer Lésung durch protein- 


') Diese Feststellung steht im Widerspruch zu den Resultaten von 
H. F. Holden (Biochem. Journ. 18, 535. 1924), der findet, daB der auch 
energisch extrahierte Muskel wohl die Milchséure unter Sauerstoffaufnahme 
oxydiert. Woran diese Diskrepanz unserer Resultate liegt, kann ich nicht 
sagen. Die Versuche Holdens sind auch nicht geniigend zahlreich — wie ich 
ersehen kann, handelt es sich nur um einen Versuch —-, um dariiber ein 
Urteil zu bilden. 

2) Diese Zeitschr. 150, 195, 1924. 
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prazipitierende Mittel. wie Sublimat, nicht niedergeschlagen. Alle 
diese Befunde weisen darauf hin, daB wir im Koferment einen relatiy 
einfachen Kérper zu erblicken haben, der sich wahrscheinlich auch 
einer direkten chemischen Analyse nicht entziehen kénnen wird. 

Bei Anwesenheit undenaturierter Eiweibkérper des Muskels oder 
seines Extrakts wird das Koferment, wahrscheinlich durch eine 
Adsorption oder sonstige Bindung, rasch inaktiviert und scheint beim 
Kochen mit dem Eiweif der Muskelfaser mit prazipitiert zu werden, 
welcher Eigentiimlichkeit wahrscheinlich der Umstand zuzuschreiben 
ist, daB sich dieses Koferment bis jetzt der direkten Beobachtung 
entzog, und die auch die negativen Resultate von Holden bedingte. 


Experimenteller Teil. 
Die Dehydrase. 


Methodik. 0,75 g des vorbehandelten Muskels (also 0,5 g reines Muske! 
gewebe + Glaspulver) werden in das Thunbergréhrehen eingefiihrt und 
hier mit 0,5cem Phosphatlésung und 0,25cem 1: 2500) Lésung von 
Methylenblau med. und dann mit 0,25 cem 0,2 mol. Natriumlactatlisung 
versetzt. In den Kontrollréhrchen wird an Stelle des Milchsiurezusatzes 
gleich starkes bernsteinsaures Natrium oder Wasser zugesetzt. Dann wird 
das Réhrehen geschlossen und der Wasserstrahlpumpe angeschlossen, 
Das Vakuum wird am zwischengeschalteten Manometer kontrolliert. 
Ist der Druck auf niedrige Werte gefallen, so wird das Réhrchen noch mit 
der Hand erwirmt, verschlossen, das ganze Réhrehen dann. tiichtig 
durchgeschiittelt. Dann wird die Muskelemulsion durch energische Schiitte! 
hewegungen im diinnen Teil des Réhrehens vereinigt. Sodann wird da- 
Seitenrohr mit Wasser gefiillt, das ganze Réhrehen im Wasserbade (37°) 
versenkt und auf seine Farbe von Minute zu Minute beobachtet. Nach ein 
getretener Entfirbung wird das Réhrcehen unter Wasser geéffnet, um sich 
zu tiberzeugen, daB das System gut evakuiert war und nach Offnen des 
Hahnes sich bis auf ein kleines Luftblischen mit Wasser fiillt. Das Eva 
kuieren plus Durchschiitteln usw. bis zum Versenken im Wasserbade 
dauert durchsechnittlich 14 bis 2 Minuten. 

Durch die beiden vorhergehenden Waschungen des Muskels von 
je 15 Minuten ist die Fahigkeit des Muskels, auch ohne Zusatz von 
Milch- oder Bernsteinsiure Methylenblau zu reduzieren, noch nicht 
ganz verschwunden. Wir werden im folgenden diese Fihigkeit des 
gewaschenen Muskels, Methylenblau auch ohne Zugabe von Brenn- 
stoffen (d. h. Wasserstoffdonatoren) zu reduzieren, mit Thunberg Rest- 
reduktion nennen. Der in beschriebener Weise vorbehandelte Muskel 
zeigt also eine deutliche Restreduktion und entfarbt den Farbstoff in 
15 bis 60 Minuten. Gewéhnlich tritt die Entfarbung in 30 bis 45 Minuten 
ein. Durch die Zugabe von Bernsteinsiure oder Milchsiure an Stelle 
des Wassers wird diese Reduktionszeit stark verkiirzt, und zwar tritt 
die Entfairbung bei Bernsteinsiurezusatz in etwa 3 bis 5 Minuten ein. 
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Bei Gebrauch von Milchsiure ist die Entfarbungszeit etwas linger 
3 bis LO Minuten, meistens etwa 5 bis 10 Minuten. Dies beweist also. 
dab der gewaschene Muskel fiir die Milchsaure eine energische Dehydrase 
in hochaktiver Form enthalt. Nicht zu selten findet man aber auch 
viel langere Entfarbungszeiten oder mibt selbst jede Beférderung der 
Entfarbung durch Milchsiure. Es kann also die Milchsiuredehydrase 
trotz aller Vorsichtsmabregeln bei der Waschung oder sonstigen Vor- 
behandlung auch ganz vernichtet werden. Worauf dieses unerwartet 
auftretende Versagen der Praparierung zuriickzufiihren sei, konnte ich 
nicht bestimmen. Das einzige, was ich in diesen Fallen tun konnte. 
war, den Versuch mit der traurigen Feststellung abzubrechen, dal 
es nicht gelungen war, die Dehydrase in geniigend aktiver Form zu 
praparieren. Die Méglichkeit derartiger negativer Versuche macht 
es dann auch nétig, alle weiteren Versuche iiber Reaktivierung durch 
Koferment usw. mit einem Entfarbungsversuch zu beginnen. Ist die 
Dehydrase bei der Vorbehandlung zugrunde gegangen. so sind doch 
alle weiteren Versuche ergebnislos und irrefiihrend. 

Es wiirde zu viel Raum in Anspruch nehmen, wenn ich alle De- 
hydrierungsversuche einzeln wiedergeben wollte. Darum mdéchte ich 
die Dehydrase bloB zusammenfassend beschreiben, so, wie sie mir 
auf Grund meiner Versuche erscheint. Als Ausgangspunkt méchte 
ich ihre Eigenschaften mit den Eigenschaften der bereits bekannteren 
Bernsteinsauredehydrase in Parallele stellen. Die Methodik war bei 
allen Versuchen im Wesen die oben angegebene. 

Die Bernsteinsiuredehydrase ist (dem destillierten Wasser gegen- 
iiber) ,,.waschecht’. Wiederholt man die Waschung nicht nur zwei. 
sondern auch noch ein drittes und ein viertes Mal und bestimmt dann 
die Aktivitat der Dehydrierung, d.h. die Entfarbungszeit, so findet 
man diese praktisch unveraindert. Sie wird nur etwas langer, ungefahr 
so viel, wie es der abnehmenden Restreduktion entspricht. Es macht 
auch keinen wesentlichen Unterschied, ob man die gewaschenen Muskel 
direkt, ohne weitere feinere Verteilung untersucht, oder ob man diesen 
mit Glaspulver vorher noch feiner verteilt, als Zeichen dessen, dal 
die auBere Flache der Muskelteile ebenso aktive Dehydrase enthalt, 
als ihr Inneres. Ebenso ist es auch nicht von Bedeutung, ob man das 
Waschwasser bei Zimmertemperatur verwendet, oder ob man das 
Waschwasser vorher in Eis auf 0° kiihlt. Endlich kann man sein Muskel- 
praparat mit praktisch unbeschrankter Aktivitat im Eisschrank auf- 
bewahren, so lange es die eintretende Faulnis zulaBt. Thunberg findet, 
daB man den Muskel in Borsaiurelésung im Eisschrank wochenlang in 
aktiver Form bewahren kann, was ich gut bestatigen kann. Diese 
groBbe Unempfindlichkeit der Dehydrase wird auch schon von Batell; 
und Stern hervorgehoben, die es auch nicht nétig finden, als Ausgangs- 
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substanz frischen Muskel anzuwenden. Auch die grobe Unempfindlich- 
keit dem Waschen gegeniiber wird von ihnen bereits hervorgehoben 

Ein ganz anderes Verhalten zeigt die Milchsiuredehydrase in den 
parallel angestellten Versuchen allen genannten Faktoren gegeniiber 
An erster Stelle méchte ich den EinfluB der Temperatur des Wasch. 
wassers besprechen. Meine ersten Versuche waren am Rattenmuske! 
angestellt. Dieses Material zeigte nach zweimaligem Waschen mit 
ungekiihltem Wasser in den meisten Fallen eine nur ganz schwache 
Dehvdrierung, d.h. eine nur sehr geringe Verkiirzung der Entfarbungs- 
zeit bei Milchsaiurezusatz. Es war kaum zu denken, dab diese spuren- 
hafte Dehydrierung der tatsachlichen Dehydrierung im ungewaschenen 
Muskel entsprach, oder aber mubte der Muskel die Milchsaure in anderer 
Weise als dehydrierend angreifen. Die Variierung der py des Wasch. 
wassers durch verschiedenen Phosphatzusatz, sowie die Variierung 
des osmotischen Druckes durch Salzzusatz verbesserte das Resultat 
nicht. Endlich wurde die Temperatur des Waschwassers variiert 
doh. das Waschwasser in Eis vorgekiihlt. Wahrend des NSchiittelns 
war die Suspension zwischen Eis eingebettec, so, dab die ganze Vor- 
behandlung des Muskels bei 0° geschah. Der derart gewaschene Muskel 
ergab nun regelmabig eine kraftige Dehydrierung, die in seiner Inten- 
sitat nicht sehr weit hinter der Bernsteinsiuredehydrierung blieb oder 
diese gar erreichte. 

Der Diaphragmamuskel des Schweines scheint der Temperatur 
gegeniiber minder empfindlich als der Kérpermuskel der Ratte, und 
gibt. bei Zimmertemperatur behandelt, auch oft recht aktive Praparate 
Immerhin wurde auf Grund der giinstigen Erfahrungen beim Koérper- 
muskel der Ratte auch hier die Vorkiihlung des Waschwassers ein- 
gefiihrt. was die Resultate doch deutlich giinstiger gestaltete. (Bei 
diesem Material wurde das Wasser nur vorgekiihlt, das NSchiitteln 
wurde ohne Eispackung vorgenommen.) Es sei erwahnt, daB die Ex- 
traktionskraft des Wassers den zu extrahierenden Wasserstoffdonatoren 
gegeniiber durch die Kiithlung praktisch nicht vermindert wird. 

Auch die feinere Verteilung des Muskels durch Glaspulver wird, 
wie bereits erwaihnt, auch durch diese Waschempfindlichkeit unum- 
ganglich nétig. Untersucht man namlich den nur mit dem Messer zer- 
kleinerten. gewaschenen Muskel im Entfarbungsversuch, so _findet 
man nur eine schwache Dehydrierung bzw. Entfarbung.  Dasselbe 
Praparat zeigt dann, mit Glaspulver zerrieben, eine unverhaltnismabig 
starkere Entfarbung als Zeichen dessen, dal} die mit Waschwasser 
direkt in Kontakt stehende Oberfliche der Muskelstiickchen ihr 
Ferment eingebiiBt hat. Auch die Haltbarkeit des gewaschenen Muskel- 
praparats ist viel beschrankter als im Falle der Bernsteindehydrase 
Untersucht man die Dehydrierung seines Praparats, das uber Nacht 
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im Eiskasten gestanden hat, am folgenden Tage, so findet man diese 
sehr weitgehend abgeschwacht, wenn auch noch nicht ganz _ ver- 
schwunden. Praktisch ist aber sehr wichtig, da man sein Priparat 
bei O° (zwischen Eis) einige Stunden gut bewahren kann, ohne dal} 
die Dehydrierungskraft stark abnahme, was ermédglicht, dai} man mit 
demselben Praparat eine Reihe von Versuchen vornehmen, d. h. mit 
dem am Morgen angefertigten Praparat , den ganzen Tag durcharbeiten 
kann!). 

Wie erwihnt, ist aber auch die Extraktion mit vorgekiihitem 
Wasser bei weitem nicht unschadlich. Bestimmt man die Entfarbungs- 
zeit nach der zweiten, dann nach einer dritten und vierten Waschung. 
so sieht man die Entfairbungszeit stets um etwa die Hilfte langer werden. 
Aus diesem Umstande lat sich schlieBen, daB auch die unumganglichen 
ersten zwei Waschungen nicht unschadlich waren und die Dehydrierungs- 
kraft bereits deutlich geschidigt haben, daB also die Dehydrierungs- 
kraft des ungewaschenen Muskels der Milchsiure gegeniiber noch 
deutlich starker ist als in unserem auch noch so vorsichtig zubereiteten 
Praparat. Da wir sahen, dab die Bernsteinsiuredehydrase durch das 
Waschen nicht beeinfluBt wird, so kénnen wir vermuten, daB im un- 
gewaschenen Muskel die Milchsduredehydrase eine ebenso grope, wenn 
nicht noch gréfere Intensitdt besitzt als die Bernsteinsduredehydrase, 
deren Intensitaét bis jetzt als einzig dastehend betrachtet wurde, und 
deren Aktivitat wohl einen jeden iiberraschen muBte, der mit diesem 
Ferment Versuche angestellt hat. 


Das Koierment. 


Wie bereits erwahnt, ist der zweimal 15 Minuten lang gewaschene 
Muskel nicht imstande, Milchsiure unter Sauerstoffaufnahme zu oxy- 
dieren. Wird dem derart vorbehandelten Muskel Milchsaure zugesetzt. 
so wird die stillstehende oder sehr geringe Nauerstoffaufnahme nicht 
in Gang gesetzt oder gesteigert. 


‘) Der Umstand, da8 die Dehydrase beim Waschen so viel schneller 
an der Oberfliche als im Innern der Muskelstiickchen verloren geht, wie 
auch der Umstand, daB beim Waschen die Aktivitiét tiberhaupt so rasch 
abnimmt, wihrenddessen sich da& Priparat in ausgepreBtem Zustande 
doch stundenlang gut erhalten laBt, scheint mir dafiir zu sprechen, daB die 
Inaktivierung durch das Waschen eigentlich nicht durch ein Vernichten, 
sondern nur durch ein Wegspiilen der Fermente bedingt wird. Es sei daran 
erinnert, daB so wie EF. Ohlsson (Skand. Arch. f. Physiol. 41, 77, 1921) und 
Ek. M. P. Widmark (Skand. Arch. f. Physiol. 41, 200, 1921) finden, auch die 
Bernsteinséiurehydrase abgespiilt werden kann, wenn man an Stelle des 
Wassers Soda oder sekundiires Phosphat verwendet, die Waschechtheit 
dieses Ferments also auch keine wesentliche Figenschaft darstellt. 
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Experiment. Die diesbeziiglichen Versuche wurden oft unter ver 
schiedenen Kombinationen wiederholt. In emem Teil der Versuche wird des 
Muskel (1,5 bis 3 Muskelpraparat) in der doppelten Menge Phosphatlésung 
suspendiert, der Sauerstoffverbrauch bestimmt (im Kompensationsrespiro 
meter nur Phosphat ohne Muskel). In einem zweiten Versuch wird nun der 
Sauerstoffverbrauch in Gegenwart von 0.02 bis 0,05 mol. Natriumlactat 
nochmals bestimmt und mit dem Sauerstoffverbrauch des ersten Versuch: 
verglichen. 

Im anderen Teil der Versuche wird der soeben beschriebene erste Ver 
such wiederholt, aber das eine SeitengefiB mit neutraler Milchsiiurelésung 
gefiillt. Nachdem die Kurve des Sauerstoffverbrauchs ohne Milchsiiure 
festgestellt wurde (5 bis 10 Minuten), wurde die Milchsiiure in das Kilbchen 
zum Muskel eingelassen und dann die Sauerstoffaufnahme weiter verfolgt 

Beim dritten Typus der Versuche wird das Kélbchen beider Respiro 
meter mit der Muskelphosphatemulsion versetzt, aber an der einen Seite 
wird auch noch Milchsiure zugefiigt. Der Ausschlag des Manometers gibi 
nun das Plus des Sauerstoffverbrauchs an, der durch die Milehsiture bedingt 
war. 

Alle diese Versuche ergaben dasselbe negative Resultat. Der 
extrahierte Muskel ist nicht imstande, Milchsiure zu oxydieren. Die 
entscheidende Frage war nun die, ob der extrahierte Muskel durch 
Zufiigung des Extrakts reaktiviert werden kann’? Es war natiirlich 
nicht zu erwarten, da das so verdiinnte Waschwasser des Muskels 
diesen reaktivierenden EinfluB ausiiben kénnte. Es wurde also in 
folgender Weise cin konzentrierterer Extrakt hergestellt. 

Extrakt. Der frische, vom Sechlachthaus erhaltene Muskel wird in 
zwei Teile geteilt. Der eine Teil wird sogleich der bereits bekannten Pri 
parierung unterzogen. Gleichzeitig wird der andere Teil mit dem Hackmesser 
soweit méglich zerkleinert, dann mit der gleichen Menge eisgekiihlten 
destillierten Wassers griindlich durchgemengt. Diese Suspension wird nun 
1, bis 3, Stunden lang unter wiederholtem Umrihren in Eis stehengelassen. 
Dann wird durch ein dichtes Leinentuch stark ausgepreBt und mit dem 
gewonnenen Filtrat und dem imzwischen fertiggestellten Muskelpriiparate 
sofort der Reaktivierungsversuch vorgenommen. 


Mit diesem Extrakt wurden nun Reaktivierungsversuche angestellt. 
die sich methodisch folgendermaBen gestalteten : 


4ccem Extrakt werden mit 2cem Kaliphosphat neutralisiert (py 7,2). 
Dann werden je 3 cem dieser Fliissigkeit in das Kélbchen beider Respiro- 
meter eingefiihrt. In dem einen Respirometer werden nun im Extrakt 2 g 
Muskelpriiparat suspendiert. Das eine SeitengefaB beider Respirometer 
wird mit 0,5 c¢em 0,2 mol. Na-Lactat gefiillt, das Respirometer geschlossen 
und der Versuch begonnen. 

Nachdem die Kurve des Sauerstoffverbrauchs 5 bis 10 Minuten lang 
verfolgt wurde, wird die Milchsiure eingelassen und 3 Minuten spiter die 
Ablesungen fortgesetzt. 


Die vorher angestellten Kontrollversuche zeigen, dal der Extrakt 
allein, ohne Muskel, auch bei Gegenwart von Milchsiure keinen Sauer- 
stoffverbrauch zeigt. Da aber der Extrakt reichlich Brennstoffe der 
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Zelle enthalt, verbraucht das System Muskel plus Extrakt auch vor 
der Zufiigung der Milchsaure stets nicht ungeringe Mengen Sauerstoff 
(3 bis 12 cem per Minute). 

In den derartig angestellten Versuchen konnte unter 20 unab- 
hangigen Versuchen viermal eine deutliche Zunahme des NSauerstoff- 
verbrauchs nach Milchsiurezugabe beobachtet werden. Die ersten 
zehn Versuche, die einmal ein positives Resultat ergaben, wurden am 
tattenmuskel angestellt. Bei diesen ersten Versuchen wurde aber das 
Waschwasser des Muskelpraparats nicht in allen Versuchen vorgekiihit 
Der eine positive Versuch aber, in dem eine Zunahme des Sauerstoff- 
verbrauchs von 7,.9cem QO, auf 19,8cem O, beobachtet wurde, also 
eine Zunahme von ungefihr 150 Proz., schien deutlich zu beweisen 
dali der Muskel durch den Extrakt reaktiviert werden kann. 

Die Versuche mit Diaphragmamuskel ergaben das folgende Resultat : 
unter zehn Versuchen waren sieben negativ, drei positiv. Diese drei 
Versuche ergaben folgende Zahlen (Zahlen der 1. Kolumne bedeuten 
den O,-Verbrauch in Kubikzentimetern pro Minute vor, Kolumne 2 
nach der Milchsiurezugabe. Kolumne 3 gibt die Steigerung in Pro- 
zenten an): 


5.9 11.8 100 
3.0 7,4 150 
5.1 8.1 60 


Diese Versuche lieben wenig Zweifel daran tibrig, dab die Milchsaure- 
oxydation des gewaschenen Muskels durch den an und fiir sich unwirk- 
samen Extrakt reaktiviert werden kann. Aber ebensowenig konnte ein 
Zweifel bestehen, daB die Umstande der Extraktion auBerordentlich 
ungiinstig waren. 

Der erste Eindruck, den diese Versuche gaben, war der, dal wir 
es im aktiven Prinzip des Extrakts mit einer auberordentlich labilen 
Substanz zu tun haben, die selbst unter den schonenden Bedingungen 
der Extraktion zugrunde ging. Noch starker wurde der Eindruck, als 
in den positiven Versuchen auch das:sehr rasche Inaktivwerden des 
eisgekiihlten Extrakts becbachtet werden konnte. 

Die miihsamen Versuche, die Bedingungen zu verbessern (Luft- 
abschluB, sehr sorgsame Kiihlung, geringe Variierung der py nach 
beiden Seiten), schienen nichts zu helfen, die Resultate schienen im 
Gegenteil stets noch schlechter zu werden, je vorsichtiger die Arbeit 


fortgesetzt wurde. 

Der Ausweg aus dieser Schwierigkeit wurde endlich durch die 
Erkenntnis gefunden, da®B dieses Inaktivwerden des Extraktes nicht 
durch das Zugrundegehen des Koferments bedingt war, sondern durch 
die sehr starke Neigung dieser Substanz, sich an die EiweiBe der Muskel- 
substanz oder die Eiweife des Extrakts zu binden. Mit dieser Er- 
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kenntnis war nun der Weg des weiteren raschen Fortschritts geéffnet. 
Es wiirde zu viel Raum in Anspruch nehmen, alle Versuche einzeln zu 
besprechen, und ich méchte mehr nur die Resultate tibersichtsweise be- 
handeln, nachdem ich nochmals kurz die Methodik dieser spiteren 
Reaktivierungsversuche beschrieben habe. 

Methodik. Der in verschiedener Weise gewonnene und vorbehandelte 
Extrakt wird im Verhaltnis 4: | mit molarer Kaliphosphatlisung versetzt. 
Die zuzufiigende molare Kaliphosphatlésung bestand aus primiirem oder 
sekundirem Phosphat, je nachdem der Extrakt es erforderte, um endlich 
ein Py von 7,2 zu erreichen, 

Die Kélbchen der beiden Respirometer werden nun mit je 3 ccm dieser 
Mischung beschickt, dann werden in das eine Kélbchen 0,15 cem mol. Natrium 
lactat, in das andere ebensoviel Wasser eingefiihrt. Nun werden in beiden 
Kélbchen in der Fliissigkeit 1,5 g des Muskelpraparats suspendiert, das 
Respirometer geschlossen und der Versuch in iiblicher Weise fortgesetzt. 
Der Ausschlag des Manometers ergibt also bei dieser Aufstellung das Plus 
an Sauerstoffverbrauch, das durch die Oxydation der Milchsiure bedingt 
wird. Enthalt der Extrakt kein Koferment, so wird an beiden Seiten 
dieselbe Sauerstoffmenge verbraucht, und das Manometer zeigt keinen 
Ausschlag. 

Die weiteren in dieser Weise angestellten Versuche ergaben folgende 
Resultate: Hat man ein in obiger Weise bereitetes aktives Priparat 
in der Hand, so wird dieses beim Stehen (!, bis 2 Stunden) inaktiv. 
Wird hingegen das frische, noch aktive Praparat rasch bis zum Sieden 
erwarmt und die prazipitierenden Eiweibkérper abgetrennt, so verliert 
der Extrakt seine Aktivitat nicht. Eher zeigt der klare, praktisch 
eiweibfreie Extrakt eine deutlich erhéhte Wirksamkeit. Dieser ge- 
kochte, eiweibfreie Extrakt kann dann auch stundenlang ohne Ver- 
minderung seiner Wirksamkeit aufbewahrt werden. Wird in derselben 
Weise ein inaktiv gewordener oder primar inaktiver Extrakt gekocht, 
so kehrt die einmal verlorene Wirksamkeit nicht zuriick. 

Wird der aktive, aufgekochte, eiweiBfreie Extrakt mit Salzsiure 
versetzt, bis er freie Salzsiure enthalt, und dann aufgekocht, so behalt 
er seine Wirksamkeit. Das Koferrhent ist also auch in Gegenwart von 
Salzsiure koktostabil. Wird der vorher noch ungekochte, stark eiweib- 
haltige aktive Extrakt in Gegenwart von Salzsiure gekocht, so ver- 
ringert er seine Wirksamkeit, wahrscheinlich durch den hemmenden 
Einflu8 der unter Wirkung der Siaure entstandenen Derivate der 
Eiweibstoffe. 

Der aktive Extrakt kann in salzsaurer Lésung mit Sublimat ent- 
eiweibt werden. Das tiberschiissige HgCl, kann mit H,S entfernt 
werden. Bei dieser Enteiweibung sieht man die Wirksamkeit des 
extrakts ebenfalls deutlich zunehmen, was im Einklang mit den obigen 
Versuchen fiir einen starken hemmenden EinfluB der anwesenden 
Eiweibstoffe spricht. 
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Das Koferment kann aus dem enteiweibten Extrakt mit Blei- 
acetat bei neutraler Reaktion (Lackmus) niedergeschlagen und aus 
dem Prizipitat durch H,S in aktiver Form zuriickgewonnen werden. 

War nun die Richtung zur Reinigung und Konservierung ge- 
funden, so war noch die Extraktion eine sehr unvollkommene, da sie 
nur relativ selten aktive Extrakte ergab. Es wurde also versucht, 
die lange kalte Extraktion zu vermeiden, bei der dem Koferment zu 
viel Zeit fiir eine Adsorption an die Eiweibstoffe gegeben war, und den 
mit destilliertem Wasser versetzten Muskelbrei direkt aufzukochen, 
also einen sogenannten Kochsaft zuzubereiten, auf den sich auch die 
meisten Angaben Meyerhofs beziehen. Dieser Kochsaft wurde aber 
inaktiv gefunden. Scheinbar wird das Koferment beim Kochen an 
die prazipitierende Muskelmasse gebunden. 

Stand nun einmal die NichteiweiBnatur und chemische Resistenz 
des Koferments fest, so konnten auch andere Extraktionsmittel als 
Wasser versucht werden. Es wurden dann tatsachlich auch mit 80 Proz. 
Aceton (das Aceton des Extrakts wurde dann bei vermindertem Druck 
abdestilliert) recht aktive Extrakte erhalten, wieder aber iiberwogen 
weitaus die negativen Resultate. 

Diese negativen Resultate konnten kaum anders als mit einer 
Adsorption oder sonstigen Bindung des Koferments an die Eiweil- 
stoffe erklirt werden. Diese starke Neigung, mit Eiweib derartige 
Bindungen zu geben, schien mir fiir den basischen Charakter des Ko- 
ferments zu sprechen und gab Anleitung, zu versuchen, die Extrak- 
tion in stark saurem Medium auszufiihren, in dem die Amine stark 
dissoziierende Salze bilden und das EiweiB einen kathodischen Cha- 
rakter annimmt. Dem stand nichts im Wege, da doch die Saurefestigkeit 
des Koferments bereits fest stand. Ein sehr groBes Hindernis bei dieser 
Arbeit war aber die enorme Schwellung der Muskelsubstanz bei Saure- 
zugabe. Es wird durch das Muskelgewebe das zugegebene Wasser bzw. 
die Salzsiurelésung in kurzer Zeit giinzlich gebunden, und man kann 
keinen Extrakt mehr gewinnen. Es wurde versucht, dieser Schwierigkeit 
derart Herr zu werden, daB der Muskel, der zu gleichen Teilen mit 
0,4n HCl versetzt wurde, nach einem Stehen von 20 Minuten mit dem 
vierfachen Volumen Aceton versetzt, eine halbe Stunde stehengelassen 
und dann ausgepreBt wurde. Hierbei wird die Schwellung des Muskels 
durch das Aceton zuriickgedrangt. Das Filtrat wurde mit Petrolather 
ausgeschiittelt. Durch den Petrolither wird kein Koferment entfernt. 
hingegen laBt sich von dem Rest, der nunmehr auch nur wenig Saéure- 
himatin enthalt, das Aceton gut abdestillieren. In dieser Weise wurden 
wiederholt recht aktive Extrakte erhalten. Das Resultat war nun viel 
giinstiger, doch noch nicht konstant, und die ganze Methode zu kom- 
pliziert. 
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Hingegen zeigte sich, dab die grobe Schwierigkeit, die durch das 
Schwellen der Muskelmasse bedingt wird, sich durch Kochen tiberwinden 
laBt, wenn man nicht starker als n/10 HCl verwendet. Zwar zeigt sich 
auch bei dieser Zugabe ein sehr lastiges Schwellen, aber bei héheren Tem- 
peraturen beginnt eine Entwasserung, so dab man endlich doch einen 
Extrakt auspressen kann, der an Volumen der zugesetzten Fliissigkeit 
gleichkommt. Wohl enthalt die Fliissigkeit leider keine freie Salzsiure 
mehr, aber der erreichte Sauregrad scheint doch die Bindung, d. h. 
Inaktivierung des Koferments sehr wesentlich zu hemmen. Diese 
Extraktion gibt beinahe regelmaBig wirksame Praparate, deren Aktivi- 
tat durch EnteiweiBung mit HgCl, oft noch deutlich gesteigert werden 
kann. 

Um die Manipulation also kurz zusammenzufassen: der frische, 
fein zerkleinerte, eventuell noch mit gleichen Teilen Quarzsand zer- 
riebene Muskel wird mit gleichen Teilen n/10 HCl versetzt, einige Zeit 
erst stehengelassen (15 bis 30 Minuten), oder eventuell auch ohne 
Stehenlassen gleich unter starkem Riihren bis zum Kochen erwarmt 
(am besten wird die Suspension in dicken Reagenzglasern fiir 5 Minuten 
in siedendes Wasser getaucht), dann rasch abgekiihlt, ausgepreBt, das 
ganze Filtrat mit einer heiBen konzentrierten Sublimatlésung versetzt, 
bis keine weitere Prazipitierung mehr eintritt. Dann wird zentrifugiert. 
Die klare Flissigkeit wird mit H,S von Quecksilber befreit, die klare 
Fliissigkeit bei vermindertem Druck im Luftstrom von H,S befreit. 
Dann wird neutralisiert und im Reaktivierungsversuch auf Wirksam- 
keit untersucht. 

Derartige Filtrate zeigten beinahe regelmaBig eine Aktivitat, die 
6fters nur recht schwach, éfters aber auch recht ansehnlich war. Der 
Muskel verbrauchte in diesen Versuchen zur Oxydierung der Milchsaure 
pro Gramm Muskel 1,6 bis 6 cem O, in der Minute. 

Diese Praparierungsmethode ist vom Ideal noch weit entfernt, und 
es ist weitere Arbeit nétig, um die definitive, optimale Praparierungs- 
methode anzegeben, die dann auch die direkte chemische Analyse 
des Koferments erméglichen wird. Es ist aber aus diesen Versuchen 
deutlich, daB sich diese Methode in der angegebenen Richtung wird 
bewegen miissen und das Arbeiten mit stark sauren Reaktionen bei 
der Extraktion eine Vorbedingung des Erfolges ist. 

Es sei erwaihnt, daB die starkste Reaktivierung im Laufe der ver- 
schiedenen Priparierungen stets mit den Bleiacetat-Priazipitaten er- 
reicht wurde. Unter den beiden diesbeziiglichen Versuchen verbrauchte 
der Muskel zur Oxydation der Milchséure in einem Falle 16,5 cem O, 
pro Gramm Muskelgewebe in der Minute. Dieser starke O,-Verbrauch 
ist sogar dem O,-Verbrauch des frischen, unextrahierten Muskels tiber- 
legen. Diese starke Wirkung ist vielleicht auch dem Umstande zuzu- 
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schreiben, dali das Bleiprazipitat auch milchsdurefrei und im allge- 
meinen an Brennstoffen arm ist. Es ist natiirlich, dafgS man mit den 
Extrakten, die stets Milchsiure enthalten, keine maximalen Reakti- 
vierungen, d. h. Steigerungen des O,-Verbrauchs erreichen kann, wenn 
man auch noch kiinstlich dieselbe Saure zusetzt. 


Zusammenfassung. 

Es wird gezeigt, dab das Oxydationssystem der Milchsaure im 
Muskelgewebe aus einem léslichen, und einem relativ unléslichen Teile 
besteht. Dieser letztere besteht aus einer hochaktiven Dehydrase und 
auBerdem mdglicherweise noch aus einem Sauerstoffaktivator. Die 
lésliche Substanz ist ein ,,Koferment*, ist koktostabil, ist kein Eiwei®B 
und kein Ferment. An und fiir sich ist sowohl der lésliche wie der un- 
lésliche Teil inaktiv. Durch die Kombination beider Teile kann die 
Milchsaureoxydation bis zu ihrer normalen Intensitat reaktiviert werden. 

Die Arbeit beschaftigt sich eingehender mit den Eigenschaften der 
Dehydrase und des Koferments. 
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lll. Mitteilung: 
Reaktivierunesversuch mit kiinstlichen Kofermenten. 


(Fortsetzung. ) 
Von 
A. v. Szent-Gyérgyi. 
(Aus dem physiologischen Laboratorium der Reichsuniversitét zu Groningen. ) 
(Eingegangen am 19. Januar 1925.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


In der vorhergehenden Mitteilung wurde gezeigt, dal} das System 
der Milchsiureoxydation aus einem unléslichen und einem ldéslichen 
Anteil, einem Koferment besteht. Der unlésliche Anteil besteht im 
Wesen aus einer stark aktiven Dehydrase und auberdem noch méglicher- 
weise aus einem Sauerstoffaktivator. Dieser unlésliche Anteil wird 
durch das lésliche Koferment zu einem wirksamen Ganzen erginzt. 
Es scheint mir sehr bedeutungsvoll, in den intimeren Mechanismus 
dieses Oxydationsprozesses einen tieferen Einblick zu gewinnen, und 
es scheint mir auch keinem Zweifel zu unterliegen, welchem Wege 
die Analyse in dieser Richtung folgen muB: Will man eine sichere 
tinsicht in diesen Oxydationsmechanismus gewinnen, so soll das Ko- 
ferment isoliert, seine chemische Konstitution ermittelt und dann die 
chemischen Veranderungen festgestellt werden, denen das Koferment 
im Laufe der verschiedenen Phasen des Oxydationsprozesses unterliegt. 
Aus diesen Veriinderungen wird sich dann die Funktion des Koferments 
und hiermit auch der Mechanismus des ganzen Oxydationssystems 
der Milchsiure mit Sicherheit feststellen lassen. Diese Aufgabe scheint 
wohl schwierig, aber keineswegs unerreichbar zu sein. 

Zweifelsohne kann ein sicheres Resultat nur eine solche direkte 
Analyse geben. Vor der Aufnahme dieser Arbeit schien es mir aber 
doch lohnend, zunichst einige kiinstliche Reaktivierungsversuche an- 
zustellen, in denen versucht wurde, das Koferment in seiner Funktion 
durch chemisch bereits bekannte Substanzen zu ersetzen, um durch 
diese Versuche vielleicht doch einige Anhaltspunkte iiber die Funktion 
des Koferments zu erlangen, die méglicherweise auch die oben ent- 
worfene Arbeit erleichtern kénnten. 


5* 
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Wie ich denke, wurde diese Erwartung nicht enttauscht. Wie im 
voraus zu erwarten war, haben diese Versuche keine definitive Antwort 
iiber die Funktion des Koferments erbracht, haben aber zu einigen 
Beobachtungen gefiihrt, die fiir die weitere Analyse sehr wertvoll 
erscheinen. Bei allen diesen Versuchen diente als fester Ausgangs- 
punkt die in vorhergehender Arbeit gewonnene, mit Wieland und 
Thunberg iibereinstimmende Anschauung, dab die Milchsaure bei ihrer 
Oxydation an erster Stelle unmittelbar durch das Wasserstoff- 
aktivierungsferment dehydrierend angegriffen wird. 

Mit dieser Anschauung laBt sich auch der ganze Oxydations- 
proze} in seiner theoretischen Deutung weitgehend einschranken. 
Wir wissen also, daB das erste Glied in der Reihe der Reaktionen die 
Aktivierung des Wasserstoffs der Milchsiure sei. Um die Wasserstoff- 
aktivierung in Gang zu erhalten, muB der aktivierte Wasserstoff dann 
von der Milchsiure bzw. Dehydrase durch einen sogenannten Wasser- 
stoffakzeptor iibernommen werden. Die auf die Wasserstoffaktivierung 
folgende Phase des Oxydationsprozesses muf also aus der Ubernahme 
des aktivierten Wasserstoffs durch einen Wasserstoffakzeptor bestehen. 
Mit dieser Ubernahme des Wasserstoffs ist aber die Oxydation der 
Milchsiure selbst abgelaufen, und die nachfolgenden Phasen des 
Oxydationsprozesses bestehen bloB aus dem weiteren Werdegang des 
Wasserstoffs, von dem wir wissen, dab er endlich an Sauerstoff ge- 
bunden als Wasser unter den Endprodukten der Reaktion erscheint. 

Wir kénnen also den ganzen OxydationsprozeB der Milchsaure in 
zwei groBe Abschnitte trennen: |. die Aktivierung des Wasserstoffs — 
dies ist das Werk der Dehydrase — und 2. den weiteren Werdegang 
des Wasserstoffs. Von diesem zweiten Abschnitt wissen wir, daB er 
mit der Ubernahme des Wasserstoffs durch einen Wasserstoffakzeptor 
beginnt und durch die Bildung von H,O endet, und daB bei dieser 
zweiten Phase des Oxydationsprozesses auch unser Koferment seine 
Rolle finden muB, und daB diese Rolle also auch aus irgend einer Ver- 
mittlung der Vereinigung des Wasserstoffs mit dem Sauerstoff be- 
stehen muB. . 

Ob bei dieser zweiten Phase auch noch andere Elemente oder 
Systeme als unser Koferment eine Rolle spielen, laBt sich mit Sicherheit 
noch nicht sagen. Jedenfalls kénnen wir, ausgehend von den Unter- 
suchungen Warburgs, nach einem System der Sauerstoffaktivierung 


suchen. DaB®B das Koferment selbst der Sauerstoffaktivator sei, ist 


in hohem MaBe unwahrscheinlich. Eher miissen wir die Sauerstoff- 
aktivierung auch im unléslichen Teile des Muskelgewebes suchen, 
von dem es auch wohl mit Sicherheit bekannt ist, dab er zu einer sehr 
intensiven Aktivierung des Sauerstoffs befaihigt ist, wie sich dies durch 
die Oxydation der Bernsteinsiure und des p-Phenylendiamins nach- 
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weisen laBt')*). Sicher steht auch, dai der in derartigen Systemen 
aktivierte Sauerstoff — wahrscheinlich wegen der raumlichen Trennung 
der Elemente — nicht mit dem aktiven Wasserstoff der Milchsaure- 
dehydrase zu reagieren vermag. In diesem Falle wiirde dem Koferment 
eben die Rolle itibrigbleiben, diese fest an das Plasma gebundenen 
Systeme der Wasserstoff- und Sauerstoffaktivierung zu einem wirksamen 
Ganzen zu komplettieren. Die chemisch sehr einfach vorstellbare 
Funktion des Koferments ware dann die, den aktivierten Wasserstoff 
der Milchsiure zu itibernehmen und dem System der Sauerstoff- 
aktivierung zur Oxydation zu iiberbringen. Mit anderen Worten wiirde 
das Koferment einen Kérper darstellen, der durch den aktiven Wasser- 
stoff reduziert, durch den aktiven Sauerstoff oxydiert wird. Derartige 
Substanzen sind der biologischen Literatur nicht fremd und werden 
mit dem Namen ,,Wasserstofftransporteur bezeichnet. Die grobe 
Bedeutung derartiger Wasserstofftransporteure fiir die Pflanzen- 
physiologie ist durch W. Palladin nachgewiesen. Nach Hopkins soll 
das Glutathion auch einen derartigen Wasserstofftransporteur dar- 
stellen*). 

Wie ich denke, spricht auch das experimentelle Material vorliegender 
Arbeit zugunsten dieser Auffassung. 


Experimenteller Teil. 
1. Reaktivierungsversuche mit Katalase. 


Wie erwahnt, ist also unser Ausgangspunkt der, daB die Milchsiure 
primar durch die Dehydrase angegriffen wird. Der aktivierte Wasser- 
stoff muB dann durch einen Wasserstoffakzeptor von der Dehydrase 
iibernommen werden und endlich durch Sauerstoff zu Wasser oxydiert 
werden. Die theoretisch denkbare allereinfachste Form des Systems 
ware die, daB der molekulare Sauerstoff der Luft selbst diesen primiren 
Wasserstoffakzeptor darstellt und direkt den aktivierten Wasserstoff 


1) Diese Zeitschr. 150, 195, 1924. 

2) A. Fleisch, Biochem. Journ. 18, 294, 1924. 

8) Nach W. Palladin ist z. B. das Hydrochinon ein derartiger Wasser- 
stofftransporteur, der durch die Oxydase zu Chinon oxydiert, dann durch 
die Zellen wieder zum Hydrochinon reduziert wird. Niheres siehe noch 
8. 78. Die Reaktionsgleichung ist die folgende: 

OH O OH 


fl 


OH oO OH 
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zu Wasser oxydiert. Mit anderen Worten wiirde also der aktive Wasser- 
stoff einfach einer Autoxydation unterliegen. Anlehnend an die An- 
schauung Wielands tiber Cyanvergiftung lie} sich diese Auffassung 
mit den beobachteten Tatsachen derart in Einklang bringen, dab 
wir annehmen, da das Koferment die Katalase sei. Wird die Katalase 
weggespiilt, dann kann das bei der Autoxydation des aktiven Wasser- 
stoffs primar entstandene Wasserstoffperoxyd nicht mehr entladen 
werden und vergiftet den weiteren Oxydationsprozeb. 

Die Koktostabilitat des Koferments ist natiirlich ein bindender 
Beweis gegen diese Auffassung bzw. die Katalasenatur des Koferments. 
AuBerdem aber konnte gezeigt werden. daB ein selbst dreimal ge- 
waschener Muskel Katalase in geniigender Menge enthalt, um zu- 
gesetztes Wasserstoffperoxyd quantitativ in auberordentlich rascher 
Weise zu entladen, bevor es zu einer Schadigung der Dehydrase kommen 
kénnte. Zufiigung von Katalase — hamolysierte Blutkérperchen — 
kann auch das Koferment bei der Milchsiureoxydation nicht er- 
setzen. 

Dieses negative Resultat besagt also, dai der aktivierte Wasser- 
stoff keiner Autoxydation unterliegt. und ist eine Bestatigung der 
in der ersten Mitteilung!) entwickelten Anschauung, da® der molekulare 
Sauerstoff kein Wasserstoffakzeptor sei. 


2. Reaktivierungsversuche mit Methylenblau. 


Um das Oxydationsschema um eine Stufe verwickelter zu ge- 
stalten, kénnten wir es theoretisch so vorstellen, daB der aktive Wasser- 
stoff nicht direkt einer Autoxydation unterliegt, sondern von der 
Dehydrase erst durch einen intermediiren Wasserstoffakzeptor iiber- 
nommen wird und nun, an diesen gebunden, der Autoxydation unterliegt. 
Um das durch Waschen inaktivierte System zu reaktivieren, miiBten 
wir ihm in diesem Falle eine Substanz zusetzen, die durch den aktiven 
Wasserstoff reduziert wird, an der Luft aber einer Autoxydation 
unterliegt, indem sie durch den Sauerstoff zur Ausgangssubstanz 
oxydiert wird. 

Der angewiesene Stoff hierfiir war das Methylenblau. das in ganz 
analoger Weise auch das cyanvergiftete System der Bernsteinsaure- 
oxydation zu reaktivieren vermag?)'). Da®B das Methylenblau vom 
aktiven Wasserstoff der Milchsiuredehydrase reduziert wird, stand 
wohl auch durch die vorhergehende Mitteilung fest. Die grobe Autoxy- 
dabilitat des Leucomethylenblaus ist wohl bekannt. 


1) Diese Zeitschr. 150, 195, 1924. 
2) A. Fleisch, Biochem. Journ. 18, 294, 1924. 


























Zellatmung. 11. 71 


Ich méchte der Kiirze halber auch auf diese Versuche nicht naher 
eingehen. Ich méchte nur erwahnen, daB auch dieses System der 
Reaktivierung versagte. Die durch Waschen inaktivierte Milchsiure- 
oxydation konnte durch Methylenblau nicht in Gang gesetzt werden. 

Meine Versuche scheinen dafiir zu sprechen, daB der Grund des 
Versagens des Methylenblaus als Reaktivator mit Wahrscheinlichkeit 
in der giftigen Wirkung der bei der Autoxydation des Methylenblaus 
intermediar entstehenden Peroxyde zu suchen sei, die die so auBer- 
ordentlich empfindliche Milchsiuredehydrase beschidigen. Es sei 
daran erinnert, daB die Katalase auf monosubstituierte Peroxyde 
nicht einzuwirken vermag, und daB A. Fleisch') ein ahnliches Versagen 
des Methylenblaus bei der Reaktivierung der cyanvergifteten Citronen- 
siureoxydation beobachten konnte. 


3. Reaktivierungsversuche mit Glutathion. 

Sobald die Beteiligung einer koktostabilen, léslichen Substanz an 
der Oxydation der Milchsaure feststand, war die erste Frage die: Ist das 
Koferment nicht identisch mit dem Glutathion / Im Glutathion kennen 
wir doch nach den klassischen Untersuchungen von Hopkins und 
Dixon*)*) einen Stoff, der durch die Zelle mit Leichtigkeit reduziert 
wird, andererseits mit grober Leichtigkeit der Autoxydation unter- 
liegt, den Hopkins und Dixon selbst als einen Wasserstofftransporteur 
ansehen, von dem also a priori angenommen werden konnte, daB er 
die vermutete Rolle des Koferments der Milchsiureoxydation spielen 
kann, und von dem wohl auch mit Sicherheit angenommen werden 
kann, daB er im Zellstoffwechsel eine sehr hervorragende Rolle spielt, 
und der die meisten physischen und chemischen Eigenschaften, soweit 
ersichtlich, mit unserem Koferment gemein hat. Zwar sagen Hopkins 
und Dixon*), daB das Glutathion mit keinem bekannten Oxydations- 
system in Verbindung gebracht werden konnte, tun aber der Milchsaure 
keiner besonderen Erwaihnung. Dies berechtigte nun, das Glutathion 
in bezug auf die Oxydation der Milchsiure zu untersuchen, und zwar 
begniigte ich mich mit Riicksicht auf die groBe biologische Bedeutung 
des Objekts nicht mit der bloBen Feststellung, ob das Glutathion den 
unlésbaren Teil des Milchsiureoxydators zu reaktivieren vermag, 
sondern trachtete, mir durch die eingehendere Untersuchung der hypo- 
thetischen Phasen der Glutathionwirkung iiber diese Substanz ein 
tiefergehendes Urteil zu verschaffen. Diese Phasen seiner Funktion 
waren seine Reduktion durch den aktivierten Wasserstoff und _ seirie 


') A. Fleisch, Biochem. Journ. 18, 294, 1924. 
*) FP. G. Hopkins, Biochem. Journ. 15, 286, 1921. 
3) F.G. Hopkins und M. Dixon, Journ. of biol. Chem. 54, 527, 1922. 








72 A. v. Szent-Gyérgyi: 


Oxydation durch den Sauerstoff. namentlich durch dessen molekulare 
oder aktivierte Form. Mein Resultat war ein durchaus negatives. 
Es konnte gezeigt werden, dab das Glutathion durch den aktivierten 
Wasserstoff der Milchsiure nicht reduziert werden kann, da8 die 
reduzierte Form nicht oxydiert wird, weder durch den molekularen 
Sauerstoff, noch durch seine aktivierte Form. Dementsprechend zeigte 
sich das Glutathion im Reaktivierungsversuch auch vollkommen 
inaktiv. 

Diese Versuche mit Glutathion wurden zu Ende des Sommers 1924 
abgeschlossen. Seither sind mir zwei neue Arbeiten aus dem Hopkins- 
schen Laboratorium bekannt geworden, in denen iiber mit den meinen 
identische Versuchsergebnisse berichtet wird. Die erste ist aus der 
Feder von H.F. Holden') wahrscheinlich im Laufe des Sommers er- 
schienen. Aus den Versuchen geht die Feststellung hervor, dab das 
Glutathion kein Koferment der Milchsiureoxydation sein kann. Die 
zweite seither erschienene Arbeit von D.C. Harrison”) enthalt die so 
wichtige Feststellung, daB das Glutathion an und fiir sich nicht autoxy- 
dabel sei, also spontan keiner Oxydation unterliegt. 


Hiermit ist auch im Wesen unsere Frage iiber das Glutathion 
beantwortet. Wenn ich hier doch noch ausfiihrlicher iiber meine dies- 
beziiglichen Versuche berichte, geschieht dies aus dem Grunde, weil 
sie doch noch einige neue Angaben enthalten, und weil ich denke, 
daB sie wenigstens als Bestaétigung der Befunde des Hopkinsschen 
Laboratoriums auch nicht ganz wertlos sein werden. 


Aulehnend an Hopkins wurde das Glutathion folgendermaBen pri- 
pariert: 15 kg Rinderleber, die 24 Stunden im Kiihlraum des Schlacht- 
hauses aufbewahrt waren, wurden in der Hackmaschine zerkleinert, mit 
10 Litern Wasser aufgekocht, ausgepreBt, dann noch einige Stunden lang 
kalt mit 5 Litern Wasser extrahiert. Dann wurde mit Bleiacetat gefillt, 
das Priizipitat mit Schwefelsiure zersetzt, mit Baryt und Phosphorwoliram- 
siure gereinigt. Die so erl,altene Fliissigkeit wurde nochmals mit Bleiacetat 
gefallt und zur weiteren Priiparierung das Filtrat verwendet (4 Liter). 
Das Bleiprazipitat wurde nicht weiter verarbeitet. Aus dieser Lésung 
wurde das Glutathion an Stelle des Hopkinsschen Quecksilbersulfats in 
essigsaurer Lésung mit Sublimat gefillt. Die Quecksilberverbindung 
wurde in etwa 200 ccm Wasser mit H,S zersetzt. Diese Lésung diente 
dann als Material der weiteren Versuche. Nach Entfernung des H,S im 
Wasserstoffstrom verbrauchte | ecem der Lésung 0,25 ecm n/10 Jod. Die 
Disulfidform wurde nach Neutralisation durch Durchleiten von Luft bis 
zum Verschwinden der Nitroprussidreaktion erhalten. Dieses Disulfid 
lieB sich durch H,S auch in saurer Lisung glatt in die reduzierte Form bis 
zam urspriinglichen jodometrischen Titer zuriickfiihren. 


1) H. F. Holden, Biochem. Journ. 18, 535, 1924. 
*) D.C. Harrison, ebendaselbst 18, 1009, 1924. 
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Ich méchte noch erwiahnen, daB ich viel Mihe verwendet habe, um die 
Hopkinssche Methode zu verbessern. Die Veranderungen der Hopkinsschen 
Methode erwiesen sich aber stets als Verschlechterungen, so daB als einziges 
Resultat dieser Bemiihungen auBer einer besseren Kenntnis des Materials 
bloB ein starker Respekt der Hopkinsschen Arbeit gegeniiber iibrigblieb. 

Uber die Reaktivierungsversuche méchte ich summarisch nur so viel 
erwahnen, daB sie stets negativ ausfielen. Weder die reduzierte, noch 
die oxydierte Form des Glutathions waren imstande, die Milchsiure- 
oxydation des gewaschenen Muskels zu reaktivieren. 

Auch die Frage der Reduktion des Glutathions durch den akti- 
vierten Wasserstoff der Milchsiure méchte ich nur kurz beriihren. 
Die Methodik dieser Versuche bestand im wesentlichen darin, dab 
das in tiblicher Weise vorbehandelte Muskelpraparat (s. Mitteilung I1) 
mit verschiedenen Mengen oxydierten Glutathions versetzt und dann 
in den Thunbergschen Réhrchen in vacuo verschieden lange bebriitet 
wurde. In Ubereinstimmung mit Hopkins wurde gefunden, da®B das 
Glutathion durch den Muskel stets in geringem Mabe reduziert wird '). 
Es wurde darauf geachtet, daB dieses reduzierte Glutathion stets nur 
einen geringen Teil des anwesenden Dipeptids ausmachen konnte. 
Parallel wurden dieselben Versuche bei Gegenwart von Milchsiure 
ausgefiihrt. Hierbei zeigte sich, daB die Milchsaure nicht imstande ist, 
die Reduktion des Glutathions zu férdern, daB also der aktivierte 
Wasserstoff der Milchsiure nicht imstande ist, die oxydierte Form 
des Glutathions zu reduzieren. Dasselbe war auch der Fall mit der 
Bernsteinsaure?). 

Die Versuche iiber die Autorydation des Glutathions wurden in 
folgender Weise angestellt : 

Das Kélbchen beider Respirometer wird mit je 2 cem Phosphatlésung 
versetzt. Zur Phosphatlésung des einen Respirometers wird nun noch so 


viel n NaOH (0,13 cem) zugesetzt, wie zur Neutralisation von 1 cem 
meiner sauren Glutathionlésing nétig war. Das. eine Seitengefi®} desselben 


') Nur in einem Punkte sind meine Resultate hier von den Hopkins- 
Dixonschen (Journ. of biol. Chem. 54, 527, 1922) Angaben abweichend. 
Diese Forscher finden namlich (8S. 536), daB das oxydierte Glutathion 
durch das fixe SH der Muskel reduziert wird. Ich fand hingegen, da die 
Nitroprussidreaktion des Muskels (Fix SH) nach Verweilen des Muskels 
in tiberschiissigem oxydierten Glutathion nicht vermindert. Der Versuch 
von Hopkins und Dixvon kann auch derart gedeutet werden, daB das fixe 
SH durch das Peroxyd oxydiert wurde, das bei der Autoxydation des 
Glutathions entstehen muBte. Dieser Punkt scheint mir woh! eingehenderer 
Untersuchung wert. 

2) Selbstverstaéndlich muB man sich bei allen derartigen Versuchen in 
Kontrollexperimenten davon iiberzeugen, daB das Muskelpriiparat eine 
aktive Milchsiuredehydrase enthalt (Methvlenblauentfirbungsversuch nach 
Thunberg). 
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tespirometers wird nun mit | cem meiner 0,025 mol. reduzierten Glutathion- 
lésung (jodometrisch gemessen) versetzt. Nachdem das derart gefiillte 


Respirometer, im Wasserbade (37°) stets geschiittelt, in 10 Minuten seine 
Temperaturkonstanz erreicht hat, wird das Glutathion in das Kélbchen 
eingelassen und | Minute spater die Ablesung der Druckdifferenzen am 
Differentialmanometer begonnen. Die Druckdifferenzen werden dann um 
die Minute 15 Minuten lang notiert. Nach Ablauf dieser Zeit wird der 
Inhalt des Kélbchens kolorimetrisch (Nitroprussidnatrium) und jodo- 
metrisch auf seinen Gehalt an unoxydiertem Glutathion untersucht und 
das Resultat dieser Messungen mit der Gasmessung verglichen. Von diesen 
titrimetrischen und kolorimetrischen Messungen sei nur so viel erwahnt, 
daB ihr Resultat mit dem Resultate der Gasmessungen stets in guter Uber- 
einstimmung stand. 


Der Sauerstoffverbrauch eines solchen Versuchs ist in Abb. | 

durch Kurve Aqu.I wiedergegeben. Der Pfeil oben bedeutet die zur 

quantitativen Oxydation des Gluta- 

150 thions rechnerisch benétigte Sauer- 
stoffmenge. 

Mansieht, daB in UCbereinstimmung 
mit Hopkins und Dixon das Glutathion 
einer raschen Autoxydation unterliegt. 

Durch Angaben der Literatur 
(Warburg und Mitarbeiter, O. Meyer- 
hof), sowie durch einige eigene Beob- 
achtungen wurde die Frage nahegelegt. 
ob diese Autoxydation nicht bloB durch 
anwesende metallische Verunreinigun- 
gen bedingt sei und eigentlich nicht 
im Wesen des Glutathions liege. 

Aus diesem Grunde wurde zuerst 
untersucht, ob die Autoxydation des 
Glutathions cyanempfindlich sei. Es 
wurde also der obige Versuch wieder- 
holt, mit dem Unterschied, daB der 
Phosphatlésung an _ beiden Seiten 
0.2cem ILproz. KCN — zugesetzt 
wurden, die zugleich zur Neutra- 
lisation des Glutathions ausreichten. Das Resultat des Versuchs ist 
in der Kurve KCN I wiedergegeben. Wie ersichtlich, beginnt beim 
Einlassen des Glutathions eine starke Autoxydation. die aber bald 
so gut wie ganz aufhért. In einem zweiten Versuch wurde das Cyan 
schon beim Auffiillen der Respirometer direkt der Glutathionlésung 
zugesetzt (Kurve KCN IT). Hier wird in der ersten Halfte des Versuchs 
gar kein Sauerstoff verbraucht, in der zweiten Halfte nur geringe 
Mengen. Die Autoxydation des Glutathions ist also cyanempfindlich. 
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eine Beobachtung, die bereits an und fiir sich die Folgerung gestattete, 
daB an der Autoxydation des Glutathions Metallspuren wesentlich 
heteiligt sind. 

Nun wurde versucht, das Glutathionpraparat durch verschiedene 
Methoden von den metallischen Verunreinigungen zu befreien. Die 
Erfolglosigkeit dieser Versuche lieS endlich vermuten, dab die vermuteten 
Metallspuren zum gréBten Teile gar nicht im Glutathionpriparat an- 
wesend waren, sondern mit dem zur Verdiinnung dienenden Wasser 
bzw. Phosphatlésung zugefiigt wurden. Es ist doch bekannt, dab 
das gewohnliche destillierte Wasser regelmabig Kupferspuren enthalt, 
die durch ihre Giftigkeit dieses Wasser z. B. fiir viele physiologische 
Versuche ganz unbrauchbar machen. 

Es wurde also neues destilliertes Wasser hergestellt, das aus Jena- 
glaskolben iiber Jenaglaskiihler in Jenakolben destilliert wurde. Hier- 
mit wurde nun die alte molare Phosphatlésung zum Versuch verdiinnt 
(s. Kurve Aqu. Il). Endlich wurde aus diesem Wasser aus festem Kalli- 
phosphat eine ganz frische Liésung hergestellt. Der hiermit angestellte 
Versuch ist in Kurve Aqu. II] dargestellt. 

Diese Befunde lieBen keinen Zweifel mehr zu, dab die Autoxydation 
des Glutathions im Wesen den Metallspuren zuzuschreiben war, die 
zum gréBten Teil aus dem Wasser stammten. Es lag nun noch an der 
Hand zu versuchen, ob durch kiinstliche Metallzumengungen die 
Autoxydation wirklich zum urspriinglichen Werte erhéht werden kann. 
Der Versuch Aqu. II] wurde unter Zugabe von etwas Eisen (Mohrsalz) 
wiederholt. Die Autoxydation stieg deutlich, erreichte aber nicht die 
urspriinglichen Werte. Nun wurde derselbe Versuch Agqu. III unter 
Zugabe von einem Tropfen 0.4proz. kristallinischer CuSO-Lésung 
wiederholt. Das Resultat ist in der Kurve Cu dargestellt. Durch 
Metall konnte also die Autoxydation sehr weitgehend gesteigert werden. 

Die aus dem biologischen Standpunkt wichtige Frage war nun 
die, ob das Glutathion im Organismus die zu seiner Autoxydation 
nétigen Metallspuren vorfindet’ Um auf diese Frage eine Antwort 
zu erhalten, wurde die Leber einer frisch getéteten Cavia zerkleinert, 
mit der gleichen Menge des obigen, aus Glas destilliertem Wasser 
versetzt, aufgekocht, zentrifugiert. Es wurde nun die Autoxydation 
des Glutathions dieses Kochsaftes untersucht. 

Alle mit derartigem Kochsaft angestellten Versuche ergaben 
iibereinstimmend, daB das Glutathion in ihm ganz inautoxydabel ist, 
also gar keine Autoxydation zeigt. 15 Minuten langes Durchleiten 
von Luft bei 37° verandert nicht die mit Nitroprussidnatron gemessene 
SH-Reaktion. Im Respirometer verbraucht der neutralisierte Kochsaft 
30 Minuten lang keine Spur von Sauerstoff und behalt unverindert 
seine Nitroprussid-S H-Reaktion und sein Jodbindungsvermégen. In 
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einem Versuch wurde die Sauerstoffaufnahme von 5ccm Kochsaft 
90 Minuten lang im Respirometer verfolgt. Obwohl der Kochsaft viel 
reduziertes Glutathion enthielt, wurde im Laufe der 90 Minuten nicht 
die geringste Sauerstoffaufnahme beobachtet (das Kontrollrespirometer 
wurde mit Phosphatlésung versetzt). 

Aus diesen Versuchen ist es also wahrscheinlich, dal das Glutathion 
auch im Organismus nicht die zu seiner Autoxydation nétigen Metall- 
spuren vorfindet und dort also auch praktisch inautoxydabel ist. 


Die Oxydation des Glutathions. 


Nachdem die Uberzeugung gewonnen wurde, daB das Glutathion 
nicht autoxydabel ist, und es wahrscheinlich wurde, daB es auch im 
Organismus keiner Autoxydation unterliegt, ergab sich die Frage, ob 
diese Substanz im Organismus nicht durch den aktivierten Sauerstoff 
der Gewebe oxydiert wird’ Diese Annahme schien a priori sehr wahr- 
scheinlich, da doch bereits friiher gezeigt wurde, daB bereits die Labilitat 
des Wasserstoffs des p-Phenylendiamins geniigend gro ist, um vom 
aktiven Sauerstoff der Gewebe oxydiert zu werden'). Die Labilitat 
des Wasserstoffs der SH-Gruppe ist noch bedeutend gréBer wie die 
des Diamins. Dies tritt z. B. dem Wasserstoff- oder Athylperoxyd 
gegeniiber in frappanter Weise zum Vorschein, wird doch das Glutathion 
durch diese Peroxyde sozusagen augenblicklich zum Disulfid oxydiert. 
Es wurde also untersucht, ob der gewaschene Muskel, der das Diamin 
energisch oxydiert, zur Oxydation des reduzierten Glutathions be- 
fiihigt sei. 

Trotz der Erwartungen aber konnte ich mich durch die eindeutigen 
Resultate meiner Versuche tiberzeugen, daB das Glutathion durch den 
aktivierten Sauerstoff des gewaschenen Muskels nicht oxydiert werden 
kann. Es wurden hieriiber Versuche in verschiedenen Variationen 
angestellt. Alle ergaben dasselbe negative Resultat. 

Es soll z. B. folgender Versuch angefiihrt werden: Die Muskulatur 
einer frisch getéteten Cavia wird mit einem scharfen Hackmesser auf einem 
Brette fein zerkleinert, dann den Thunbergschen Angaben entsprechend 
dreimal '4 Stunde lang mit dem 20fachen Volumen Wasser im Schiittel- 
apparate gewaschen. Zur Waschung wurde Wasser benutzt, das im Jena- 
glasgefaB iiber Jenakiihler in JenagefaiBe destilliert wurde. Mit demselben 
Wasser wurde auch die Phosphatlésung zubereitet. 

In die HauptgefiBe beider Respirometer werden 2 g des Muskels gesetzt 
und hier in 2 cem Phosphat suspendiert. In das eine Seitengefa8 des einen 
Respirometers wird lcem neutrale, reduzierte 0,025 mol. Glutathion- 
lésung gesetzt. In das entsprechende SeitengefaB des anderen Respirometers 
wurde dieselbe Glutathionlésung in oxydierter Form eingefiihrt. Die Luft 
dieser SeitengefaBchen iiber der Glutathionlésung wird an beiden Seiten 


1) Diese Zeitschr. 150, 195, 1924. 
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durch Wasserstoffgas ausgespiilt. Dann werden die Respirometer wie ge 
wohnlich im Verband mit dem Schiittelapparat an das Differentialmano- 
meter angeschlossen und im Wasserbade (37°) versenkt. Nach Erreichen der 
Temperaturkonstanz (10 Minuten) wurde an beiden Seiten das Glutathion 
in die Kélbchen zum Muskel eingelassen. Wird nun das Glutathion durch 
den aktiven Sauerstoff des Muskels oxydiert, so muB sich an der Seite des 
reduzierten Glutathions eine energische Sauerstoffaufnahme zeigen. (Das 
oxydierte Glutathion an der anderen Seite wird nur langsam zu einem sehr 
geringen MaBe reduziert.) Hingegen zeigt das Manometer wihrend der 
15 Minuten der Beobachtungszeit bloB einen Verbrauch von 10cmm Sauer- 
stoff, dieselbe Menge Sauerstoff, den die Glutathionlésung im Kontrol! 
versuch auch ohne Muskel in derselben Zeit durch Autoxydation verbraucht. 
Der weitere Kontrollversuch ergibt auch, daB das Muskelpriiparat Bernstein- 
siure und para-Phenylendiamin rasch oxydiert, also zu energischer Sauer- 
stoffaktivierung befihigt ist. 


4. Reaktivierungsversuche mit aromatischen Oxyden und Aminen. 

Es wurde bereits bei der Einleitung vorliegender Mitteilung be- 
sprochen, daB die Annahme, daB das Koferment als Wasserstoff- 
transporteur ein Bindeglied zwischen der Wasserstoffaktivierung und 
der Sauerstoffaktivierung des gewaschenen Muskels darstellt, wohl 
als die wahrscheinlichste betrachtet werden kann. Es wurde nun ver- 
sucht, ein kiinstliches Koferment, einen kiinstlichen Reaktivator auf 
Grund dieser Anschauung zu finden. 

DaB der gewaschene Muskel zu einer energischen Sauerstoff- 
aktivierung befahigt ist, wurde in der ersten Mitteilung vorliegender 
Reihe eingehender besprochen'). Es wurde dort gezeigt, daB bei der 
Oxydation des p-Phenylendiamins keine Wasserstoffaktivierung be- 
teiligt ist und diese Oxydation allein auf eine Sauerstoffaktivierung 
zuriickgefiihrt werden kann, daB also die Oxydation des p-Phenylen- 
diamins als Ausdruck der Sauerstoffaktivierung, als Mittel zu deren 
Nachweis und Untersuchung dienen kann. 

Aus der vorhergehenden Arbeit war das erste Glied des Systems, 
die Dehydrase, geniigend bekannt. Hingegen schien es nétig, zum 
Ausbau dieses Reaktivierungsversuchs zuerst die durch p-Phenylen- 
diamin nachweisbare Sauerstoffaktivierung noch etwas eingehender 
kennenzulernen. 

Die obige Untersuchung itiber das Glutathion erbrachte auch in 
bezug auf die Sauerstoffaktivierung bereits eine Uberraschung. Wie 
bereits besprochen, wurde gefunden, daB die Sauerstoffaktivierung, 
die eine energische Oxydation des p-Phenylendiamins bedingen kann, 
nicht imstande ist, das reduzierte Glutathion zum Disulfid zu oxydieren. 
Es muBte daher die Frage gestellt werden, ob dieses Versagen der 
Oxydation der SH-Gruppe eine RegelmaBigkeit darstellt oder ob hier 


1) Diese Zeitschr. 150, 195, 1924. 








78 A. v. Szent-Gyérgvi: 


vielleicht nur eine sterische Hinderung vorliegt, die sich auf Grund 
der Formel des Glutathions recht gut vorstellen lieBe. 

Es wurde also untersucht, wie sich die Sauerstoffaktivierung 
gegeniiber der Thioglykolsiure verhalt, bei der kaum eine sterische 
Behinderung vorzustellen wire. Das Resultat war ebenso negativ 
wie bei dem Glutathion. Die Sauerstoffaktivierung, die eine energische 
Oxydation des Diamins bedingt, ist also nicht imstande, die S H-Gruppe 
zu oxydieren. 

Demgegentiber konnte aber mit anderen, dem Diamin verwandten 
aromatischen Verbindungen ein positives Resultat erhalten werden. 
Zum Teil in Ubereinstimmung mit Alteren Angaben von Vernon, 
Batelli und Stern konnte gefunden werden, daB der gewaschene Muskel 
mit annahernd derselben Intensitat, auBber dem p-Phenylendiamin 
auch noch das o-Phenylendiamin, p-Amidophenol, Hydrochinon, mit 
minderer Intensitat aber doch noch deutlich das Brenzcatechin oxydieren 
konnte. Eine Wasserstoffaktivierung konnte nur beim Hydrochinon 
beobachtet werden, die aber gegeniiber der Intensitat der Oxydation 
unverhaltnismaBig schwach war. Das Adrenalin wurde mit derselben 
Intensitat oxydiert wie das verwandte Brenzcatechin. 

Experiment. Als Material diente der Diphragmamuskel, der, mit dem 
Messer zerkleinert, dreimal bei Zimmertemperatur je 144 Stunde lang mit 
der 20fachen Menge destillierten Wassers gewaschen wurde. Der Muskel 
wurde in Phosphat suspendiert und mit 0,7 proz. neutralisiertem Amin 
bzw. Phenol versetzt. Das Kompensationsrespirometer wurde allein mit 
Phosphat + Amin bzw. Phenol versetzt. Temperatur 37°. Der Sauerstoff- 
verbrauch ist in Kubikmillimetern pro Gramm Muskel in der Minute in 
nachstehender Liste verzeichnet : 


p-Phenylendiamin ...... . 3,3 
o-Phenylendiamin ...... . 3.3 
p-Amidophenol ....... . 4,6 
DO. ass to ee fe 
Brengecatechin') ....... . 2,0 
Pe, 4 iad wee GU. ~ 3 OS 


Dieses Resultat scheint darum so tiberraschend, weil doch der 
Wasserstoff der SH-Gruppe bedeutend labiler ist und bei der ver- 
wendeten Reaktion (py 7,2) ein viel héheres Reduktionspotential auf- 


1) Die geringere Oxydation von Brenzcatechin und Adrenalin kann 
nicht auf eine Schidigung des Ferments zuriickgefiihrt werden, da das 
nachtraglich zugefiigte p-Phenylendiamin mit unverminderter Intensitat 
oxydiert wird. Ganz unoxydiert blieben o-, m- und p-Kresol, der Versuch 
14Bt aber keine Konklusionen zu, da durch diese Substanzen auch das 
Ferment vernichtet wird. Darum kann ich es leider nicht sagen, ob die 
untersuchte Polyphenoloxydase auch zur Oxydation einwertiger Phenole 
befahigt ist, was zu wissen natiirlich sehr interessant wire. Leider stand mir 
kein anderes unschiidliches einwertiges Phenol (z. B. Tyrosin) zur Verfiigung. 
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weist als der Wasserstoff der verwendeten aromatischen Verbindungen, 
der hier aboxydiert wird. Diese Beobachtung zwingt also zur Kon. 
klusion, daB wir es in der Sauerstoffaktivierung nicht mit einem System 
zu tun haben, in dem der Sauerstoff diffus zu einem gewissen Oxydations- 
potential aktiviert wird, sondern dal} hier eine typische Polyphenol- 
oxydase vorliegt, ein Oxydationsferment, das typisch auf Phenole 
und Phenolderivate eingestellt ist. 

Diese Konklusion gibt nun zu _ verschiedenen Bedenken Ver- 
anlassung. Die Tatsache ist nun die, daB das Gewebe zur Oxydation 
der Phenole iiber ein auBerordentlich aktives Ferment verfiigt, das 
selbst so viel Sauerstoff verbrauchen kann, wie die ganze normale 
Respiration der Zelle — ohne daf iiberhaupt ein Phenol bekannt ware, 
das im Stoffwechsel der Zellen eine bedeutende Rolle spielt, die am 
groBen Wege im Schema des Zellstoffwechsels liege. Und auBerdem 
kann dieses Ferment doch auch gar nicht zum oxydativen Abbau 
dieser aromatischen Verbindungen bestimmt sein, da es doch die ganze 
aromatische Verbindung sozusagen gar nicht angreift, bloB den so 
reversiblen, labilen Wasserstoff abspaltet und die Verbindung in 
seine Chinon- bzw. Diiminform iiberfiihrt'), die durch das Reduk- 
tionspotential, d. h. den aktiven Wasserstoff der Gewebe wieder 
mit Leichtigkeit in das urspriingliche Phenol oder Amin reduziert 
wird. 

Noch merkwiirdiger erscheinen diese Befunde im Lichte der Er- 
gebnisse der Pflanzenphysiologie. W. Palladin*®) hat gezeigt, daB die 
Oxydation in den Pflanzen vielfach nicht durch den direkten oxydativen 
Angriff der Brennstoffe vor sich geht, daB das Oxydationsferment 
nicht direkt auf den Brennstoff, sondern blo} auf ein Phenol eingestellt 
ist und keine andere Funktion besitzt als die Oxydation des Phenols 
zum Chinon oder des Amins zum Imin (Berthelot). Dieses Chinon wird 
dann durch den aktiven Wasserstoff der Zellen wieder zur Ausgangs- 
substanz reduziert. Auf Grund der Arbeiten Wielands und 
Thunbergs wissen wir auch, da die Abgabe eines solchen akti- 
vierten Wasserstoffs im Wesen die Oxydation der Brennstoffe ist, 
die die Quelle des aktiven Wasserstoffs darstellen. Das Oxydations- 


1) NH, NH 
q 


NH, NH 


*) W. Palladin, Zeitschr. f. physiol. Chem. 55, 207, 1908. 
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schema ist also auf Grund der Palladinschen bzw. Wielandschen 
Arbeit dieses: 


1. Brennstoff + Chinon —» Oxydationsprodukt des Brennstoffs 
+ Hydrochinon 





+ Dehydrase 
2. Hydrochinon + Sauerstoff —» Chinon + Wasser. 





+ Polyphenoloxydase 

3. Dann wiederholt sich Reaktion 1 usw. 

Diese Tatsachen eréffnen nun die Méglichkeit, auch in der animalen 
Physiologie nach einer tiefergehenden, fundamentalen Bedeutung der 
Polyphenoloxydase des tierischen Gewebes zu suchen. Diese Méglich- 
keit gibt dann auch den vorliegenden Reaktivierungsversuchen des 
Milchsiureoxydators, Phenolen und aromatischen Aminen, eine tiefere 
Bedeutung als die eines bloBen Modellversuchs. 

Um diesen Reaktivierungsversuch besser aufbauen zu kénnen, 
schien es unumginglich, zuerst die Kinetik der Oxydation durch die 
Polyphenoloxydase besser kennenzulernen. In erster Linie war das 
Verhaltnis der Intensitaét der Oxydation zur Konzentration des be- 
treffenden Phenols von Interesse. Es wurde also der Sauerstoffverbrauch 
bei variierter Phenolkonzentration gemessen. Bei allen Versuchen 
wurden alle Faktoren gleichgehalten, und nur die Konzentration des 
Phenols variiert. 

Experiment. Der gewaschene, mit Glas zerriebene Muskel (2 g) wird 
in Phosphat (3 cem) suspendiert in das Kélbchen des einen Respirometers 
eingefiihrt. Das Kélbchen des anderen Kompensationsrespirometers wird 
mit derselben Phosphatmenge ohne Muskel beschickt. In das eine Seiten- 
gefiB beider Respirometer wird | cem des verschieden konzentrierten Phenols 
gesetzt. CO, wird nicht gebunden. 

Nachdem das Respirometer 7 Minuten im Wasserbade geschiittelt 
wurde, wird die Phenollésung in das Kélbchen eingelassen. 3 Minuten 
spiter beginnt die Ablesung der Druckdifferenzen am Barcroftmanometer. 
Bei dieser Aufstellung fallt also die durch Autoxydation aufgenommene 
Sauerstoffmenge nicht in Rechnung. Auch wird die Oxydation nicht durch 
Anhiufung des Oxydationsprodukts gehemmt. Der gewaschene Muskel 
selbst (ohne Phenol) verbraucht keinen Sauerstoff, so daB die gemessene 
Druckdifferenz der reinen Oxydation des Phenols durch die Polyphenol- 
oxvdase entspricht. 

Es wurde in dieser Weise zuerst die Kurve des p-Amidophenols 
aufgenommen. Diese ist in der Abb. 2 dargestellt und mit ,,p-Amido- 
phenol bezeichnet. Es konnte wohl vielleicht a priori erwartet 
werden, daB der Versuch eine gerade Linie ergeben wird. Gegen diese 
Erwartung ergab sie aber eine Krumme, die sich scheinbar asymptotisch 
an die Abszisse nihert und im ganzen eine Form zeigt, die wir als 
die typische Form jener Prozesse kennen, die wir unter dem Namen 
, Adsorption“ zusammenfassen. 
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Wie ich denke, laBt diese Krumme nur eine an der Hand liegende 
Erklarung zu: dab der Oxydation eine Adsorption vorausgeht und 
die eigentliche Konzentration an 
der Plasmaoberfliche von der 
Intensitat dieser Adsorption ab- 
hangt und nicht ohne weiteres 
der Konzentration der AuBen- 
fliissigkeit gleich ist, daB also 
die Konzentration an der Plasma- 
oberflache und somit die Oxy- 
dationsgeschwindigkeit der Sub- ra 
stanz durch ihre Adsorbilitdt be- = 
stimmt wird. t—t Ty 

Dies ist, wie ich denke, | 
ein sehr wichtiger Punkt, da le oa yh Bas ptt scllnctaaiag 
wir doch aus der _ Biologie, 
hauptsichlich aus der Pharmakologie, wissen, dab die Zelle gewisse 
Stoffe weitgehend zu konzentrieren vermag, mit anderen Worten, 
daB verschiedene Substanzen die Eigenschaft besitzen kénnen, durch 
die Zelle weitgehend konzentriert zu werden. Hiermit ist dann auch 
die Méglichkeit gegeben, daB schon sehr geringe Konzentrationen eines 
Phenols in energischer Weise oxydiert werden und energisch Sauer- 
stoff verbrauchen kénnen, wenn nur das Plasma imstande ist, die 
betreffende Substanz an seiner Oberfliche zu konzentrieren, i. e., 
wenn diese durch ihre besondere chemische Struktur eine solche 
Bindung erméglicht. 

Die Kurve der Oxydation des p-Amidophenols zeigt aber auch 
zugleich, daB von dieser Substanz aus dem Standpunkt unseres Reak- 
tivierungsversuchs nicht viel zu erwarten war. Die Kurve zeigt einen 
viel zu flachen Verlauf. Es miissen also groBe Konzentrationen der 
Substanz verwendet werden, um eine intensive Oxydation zu erhalten. 
Nehmen wir aber eine solche groBe Konzentration, so wird durch die 
Wirksamkeit der Dehydrase, die das oxydierte Amidophenol wieder 
zu Amidophenol reduziert, die Amidophenolkonzentration und hiermit 
die Oxydationsintensitat nur sehr wenig erhéht. Wiirden wir das 
ganze Amidophenol in seiner oxydierten Form verwenden, so miibte 
die Konzentration des reduzierten Amidophenols durch die Wirkung 
der Dehydrase erst hohe Konzentrationen erreichen miissen, ehe wir 
auf eine energischere Sauerstoffaufnahme rechnen kénnen. 

Einen ganz eigenartigen, alle Erwartungen tibertreffenden Verlauf 
zeigt die Kurve des p-Phenylendiamins (s. Abb. 2). Die Kurve wurde 
in zwei ganz unabhaingigen Versuchen aufgenommen und zeigte in 
beiden Versuchen einen identischen Verlauf. Hier zeigt die rechte 
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Seite der Kurve ebenfalls einen an Adsorption erinnernden Verlauf. 
An einem Punkte kommt aber ein Knick in die Kurve, und die Linie 
wird mit der Abszisse parallel, um in der unmittelbaren Nahe der 
Ordinate sozusagen vertikal zum Nullpunkt abzufallen. Mit anderen 
Worten ist die Intensitat der Oxydation — wenn wir von der Seite 
der hohen Konzentrationen absehen — unabhingig von der Konzen- 
tration des Diamins und ist, solange noch iiberhaupt etwas Diamin 
da ist, maximal. 

Die Deutung dieser Kurve scheint mir an der Hand zu liegen. 
Die Kurve wird eindeutig erklart, wenn wir annehmen, dal} das Plasma 
imstande ist, eine gewisse Menge des Diamins an seiner Oberfliche 
chemisch zu binden, mit anderen Worten eine beschrinkte Anzahl 
von Valenzen hat, die mit dem Diamin quantitativ reagieren. Solange 
also tiberhaupt noch geniigend Diaminmolekiile vorhanden sind, um 
mit diesen Valenzen zu reagieren, sind diese alle besetzt, und die Kon- 
zentration (und hiermit die Oxydationsgeschwindigkeit) des Diamins 
ist an der Plasmaoberfliche konstant. Neben dieser chemischen Bindung 
kann dann das Diamin, ahnlich wie das Amidophenol, durch eine 
diffusere Adsorption gebunden werden, die aber wegen der Flachheit 
der Krummen erst bei héheren Konzentrationen in Erscheinung tritt 
(rechte Seite der Kurve). Der basische Charakter des Amins — im 
Gegensatz zum sauren Charakter des Plasmas — kénnte wohl die 
Grundlage dieser chemischen Bindung geben. 

Wie aber auch die Interpretation der Kurve sei, fest steht, dab 
der gewaschene Muskel schon auBerordentlich geringe Konzentrationen 
gewisser Substanzen, in unserem vorliegenden Falle des Diamins, 
mit einer sehr hohen Intensitaét unter sehr energischer Sauerstoff- 
aufnahme zu oxydieren vermag?). 

Dies ist, wie ich denke, ein auBerordentlich wichtiger Punkt, der 
zugleich auch die Méglichkeit der gesuchten Reaktivierung eréffnet, 


und zwar mit auBerordentlich geringen Mengen der als Koferment 


fungierenden Substanz. Denn ist diese in nur minimalen Konzen- 


') Es sei erwiahnt, daB geléste EiweiBstoffe die Oxydation des Diamins, 
wahrscheinlich durch die Bindung dieser Substanz, stark hemmen kénnen, 
besonders wenn man mit so niedrigen Konzentrationen dieser Substanz 
arbeitet. Der Muskel muB8 also fiir diesen Versuch durch griindliche Ex- 
traktion von derartigen Stoffen gut befreit sein. Hierin zeigt das Diamin 
mit dem natiirlichen Koferment auch eine enge Analogie. Die Versuche 
mit Diamin werfen auch einiges Licht auf die groBe Adsorbitét des Ko- 
ferments, die seine Darstellung so schwierig gestaltet. Diese groBe Ad- 
sorbitat scheint eben im Wesen der Sache zu liegen. da nach den Erfahrungen 
mit Diamin eben nur diejenigen Substanzen als Koferment fungieren 
kénnen, die sich durch eine groBe Adsorbitaét den Plasmaelementen gegen- 


iiber auszeichnen. 
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trationen vorhanden, so bedingt sie bereits eine sehr intensive Sauerstoff- 
aufnahme. Ist das Koferment oxydiert und tritt nun die Wasserstoff- 
aktivierung mit ihrer reduzierenden Wirkung in Kraft und reduziert 
eine nur sehr geringe Menge des Koferments, so wird die hohe Oxy- 
dationsintensitat wieder erreicht, und durch das kontinuierliche stete 
Wiederholen des Prozesses wird sowohl die Wasserstoffaktivierung 
wie der Sauerstoffverbrauch in Gang gehalten, und die ganze Respi- 
ration, die Oxydation der Milchsiure, die ohne Diamin stillstande, 
kann glatt ablaufen. 

Von dem Standpunkt der Frage, die die Anleitung zur ganzen 
Untersuchung tiber die Oxydationen gegeben hat, der Funktion der 
Nebenniere, ist dieser Punkt darum von so groBer Bedeutung, weil 
sie die Méglichkeit eréffnet, daB gewisse Oxydationsprozesse schon 
durch so geringe Konzentrationen gewisser Substanzen vermittelt 
werden kénnen, welche Konzentrationen bzw. absoluten Mengen auch 
durch innere Sekrete nicht unerreichbar sind. 

Zuletzt wurde als letzte Vorbereitung des Reaktivierungsversuchs 
die Reduktion des oxydierten Diamins bzw. des Diimins untersucht. 
Hierbei wurde gefunden, daB der gewaschene Muskel das Diimin, 
ebenso wie das Methylenblau, nur auBerordentlich langsam zu redu- 
zieren vermag, da ihm doch keine Quelle fiir einen aktiven Wasserstoff 
(kein Brennstoff) zur Verfiigung steht. Wird dem Muskel aber gleich- 
zeitig mit dem Diimin Milchsiure oder Bernsteinsiure geboten, so 
wird das Diimin, analog dem Methylenblau, energisch reduziert, indem 
es den durch die Dehydrase aktivierten Wasserstoff dieser Substanzen 
iibernimmt, wobei also das Diimin in Diamin, die Milchsiure und die 
Bernsteinsiure in ihr Oxydationsprodukt itibergehen. Es ist natiirlich, 
daB der Muskel, mit dem dieser Versuch angestellt wird, eine un- 
geschiidigte Dehydrase enthalten muB, und daB der Versuch unter 
anaeroben Bedingungen ausgefiihrt werden mu, da sonst das Diamin 
wieder zu Diimin oxydiert wird. 

Experiment. Der Versuch wurde derart angestellt, da das Muskel- 
praparat in Phosphatlésung in Gegenwart von Sauerstoff einige Minuten 
bebriitet wurde. Hierbei wird ein Teil des farblosen Diamins zum tief- 
blauen Diimin oxydiert, das zum gréBten Teil fest an die Muskelelemente 
gebunden ist. Nun wird das Praparat mit Milchsiéure oder Bernsteinsiure 
oder in der Kontrolle mit Wasser versetzt und im Thunbergréhrchen 
evakuiert bebriitet. Die Entfairbung indiziert ebenso wie beim Methylenblau 
die Reduktion des Diimins. Wird das entfirbte Praparat wieder in Gegen- 
wart von Sauerstoff bebriitet, so nimmt es wieder die tiefblaue Farbe an, als 
Zeichen dessen, daB die Entfarbung tatsichlich nur auf eine Reduktion des 
Diimins zuriickzufiihren sei. Mi8t man im Kontrollversuch die Sauerstoff- 
aufnahme bei Aminzusatz in der Zeiteinheit, so kann man leicht berechnen, 
wieviel Imin bei der Bebriitung vor dem anaeroben Reduktionsversuch ge- 
bildet wurde, als wieviel Imin bei der Entfarbung reduziert werden muBte. 


6* 
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Somit waren also alle nétigen Komponenten des Reaktivierungs- 
versuchs bekannt. Der Reaktivierungsversuch muBte also prinzipiell 
so angestellt werden, daB dem Muskel so viel Diamin zugesetzt wird, 
wie er rasch quantitativ wegoxydieren kann, so daB das Diamin, 
zu Diimin oxydiert, keinen Sauerstoff mehr verbraucht. In Gegenwart 
von Milchsiure muBte aber der Sauerstoffverbrauch weitergehen, 
bis auch die Milchsiure wegoxydiert ist, die an und fiir sich ohne 
Diamin keiner Oxydation unterliegt. 

Experiment. Die Kélbchen der beiden Respirometer werden mit je 
2cem Phosphat versetzt und in diesem je 1 g des Muskelpriparats suspen- 
diert (Vorbehandlung des Muskels 8S. 54, II. Mitteilung). Zur Suspension 
an der einen Seite wird 0,1 cem mol. Natriumlactat, an der anderen Seite 
ebensoviel Wasser zugesetzt. AuBerdem wird zu beiden Suspensionen 
0,5cem 0,1 proz. neutrale p-Phenylendiaminlésung gesetzt. CO, wird in 
gewohnlicher Weise gebunden. Mit dieser Fiillung wird nun der Versuch 
in iiblicher Weise vorgenommen. Nach 10minutigem Verweilen im Wasser- 
bade ist die Temperaturkonstanz erreicht. In dieser Zeit vermag auch der 
Muskel das zugesetzte Diamin quantitativ zu oxydieren. Nun wird mit 
den Ablesungen des Differentialmanometers begonnen und der Druck um 
die Minute notiert. Die Beobachtung wird 15 Minuten lang fortgesetzt. 
Der Ausschlag des Manometers zeigt bei dieser Aufstellung das Plus an 
Sauerstoffverbrauch, der durch die Oxydation der Milchséure bedingt wurde. 

Die wiederholten Versuche geben an der Milchsaureseite ein konti- 
nuierliches Plus an Sauerstoffverbrauch, der in einem Versuch 4,7 cmm 
O,, im anderen Versuch 4,4 cmm QO, in der Minute pro Gramm reinen 
Muskelgewebes betriigt. (Beobachtungsdauer im ersten Versuch 
25 Minuten, im zweiten Versuch 20 Minuten.) Es ist also eine deutliche 
Reaktivierung des gewaschenen Muskels eingetreten. 

Es ist mir ein besonderes Vergniigen, vorliegende Arbeiten mit 
einem innigen Dank an Herrn Dr. J.de Hahn, zeitweiligem Leiter des 
Groninger physiologischen Laboratoriums, abzuschlieBen. Sein _be- 
sonderes Wohlwollen, sein reges Interesse, seine Freundlichkeit und 
Opferbereitschaft waren es, die mir die Arbeit erméglichten, tiber die 
in den drei ersten Gliedern dieser Serie berichtet wurde. 














Elektro-Ultrafiltration von Gelatine und Leim. 


Von 
H. Bechhold und A. Rosenberg. 


(Aus dem Institut fiir Kolloidforschung, Frankfurt a. M.) 


(Eingegangen am 24. Januar 1925.) 
Mit 3 Abbildungen im Text. 


Zur Trennung der Kolloide von Kristalloiden bedient man sich 
seit Graham der Dialyse; zu dieser Reinigungsmethode ist dann durch 
Bechhold die Ultrafiltration hinzugekommen. In den letzten Jahren 
wurde ferner eine neue Methode in Anwendung gebracht: die 
Elektrodial yse. 

Der Nachteil der Dialyse besteht darin, daB der ProzeB sehr 
langsam vor sich geht und Verdiinnung des Produkts durch das Spiil- 
wasser erfolgt. Den letzteren Mangel teilt mit ihr die Elektrodialyse 
[Wo. Pauli), H.Freundlich®) und L. Farmer Loeb] oder Elektro- 
osmose [Prausnitz*), Ruppel*) und Mitarbeiter]. 

Durch die neuen Ultrafiliergerdte5) nach Bechhold-Kénig war nun 
die Méglichkeit geboten, einen neuen Weg der Kolloidreinigung ein- 
zuschlagen, welcher oben erwihnte Mangel vermeidet. Wir nennen 
diese Methode Elektro-Ultrafiltration und schildern nachstehend unsere 
Versuche mit ihr an Gelatine und Leim. 

Der Grundgedanke der Elektro-Ultrafiltration ist folgender: Die 
kolloide, zu reinigende Lésung kommt auf ein U/trafilter, durch welches 
mit dem Wasser die darin gelésten Kristalloide abgesaugt werden; 
gleichzeitig wird durch elektrischen Gleichstrom eine Uherfiihrung 

1) Wo. Pauli, Kolloid-Zeitschr. 31, 252, 1922; Klin. Wochenschr. 3, 1, 
1924. 

2) H. Freundlich und L. Farmer Loeb, diese Zeitschr. 150, 522—534, 
1924. 

3) Prausnitz, Zeitschr f. Elektrochemie 28, 1—2, 1922; Kolloid- 
Zeitschr. 29, 6, 1921. 

*) O. Ruppel, Ber. d. D. pharmazeut. Ges. 30, 314, 1920; Zeitschr. 
f. Hyg. 97. 

5) Bechhold und Gutlohn, Zeitschr. f. angew. Chem. 1924, S. 494 u. ff. 
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der lonen, eine Beschleunigung der Trennung des Wassers von 
den Kolloiden und der Wasserbewegung nach einer oder beiden 
Elektroden erzielt. So sollte es méglich sein, mit einer raschen 
Beseitigung von Elektrolyten durch die elektrische Uberfiihrung und 
von sonstigen Kristalloiden gleichzeitig eine Konzentration des Sols zu 
erzielen. Hier sei vorausgeschickt, daB unsere Erwartungen in vollem 
Mabe erfiillt wurden. 


Die Apparatur. 


Die Ultrafiltration wird vorgenommen in den Ultrafiltergeriten nach 
Bechhold-Kéniq'). Dies sind GefaBe aus poréser Porzellanerde, welche 
in verschiedenen Formen angefertigt sind. Es gibt Tiegel, Schalen, Nutschen, 
Ballonfilter (in der Art der Pukallfilter) und Kerzen. Die Tiegel usw. 
werden wie ein Goochtiegel oder eine Nutsche auf eine Saugflasche gesetzt 
und die Filtration erfolgt unter Luftiiberdruck. Das Innere dieser Gerite 
sowie der Teil, welcher sich im Vakuum befindet, ist unglasiert, das iibrige 
glasiert. Die Ballonfilter werden in die zu ultrafiltrierende Lésung getaucht, 
und es wird von auBen nach innen filtriert; sie sind besonders vorteilhaft, 
wenn in der Wirme filtriert werden soll. 

Um aus diesen Geriiten Ultrafilter herzustellen, ist es nur ndétig, sie 
mit einer Ultrafiltermembran zu iiberziehen. Wir wollen dies an einem 
Tiegel erlautern: Der Tiegel wird wie ein Goochtiegel auf eine Glastulpe 
mit Gummidichtung aufgesetzt und mit einer Losung von Kollodiumwolle 
in Eisessig gefiillt [Eisessigkollodium?)]. Dann wird % Minute angesaugt, 
der Tiegel von der Saugflasche abgenommen, die Lésung unter sténdigem 
Drehen des Tiegels ausgegossen, bis nur wenige Tropfen sich mehr loslésen, 
und schlieBlich wird der ganze Tiegel mit einem Ruck in Wasser getaucht 
um die Schicht zu kogulieren. Nun l48t man einige Zeit in Wasser liegen, 
um die Essigsiiure zu entfernen, oder man wiascht diese auf der Saugflasche 
aus, zum Schlu8 unter Zusatz von einigen Tropfen Ammoniak. Ver- 
wendung von warmem Wasser beschleunigt die Entsiuerung. Diese 
Membranen haben sich besser bewahrt als die Alkohol-Ather-Kollodium- 
membranen. 

Die anders geformten Geriite werden in analoger Weise mit Ultrafilter- 
membranen versehen. 

Solche Filter, welche z. B. eine 7 proz. Membran tragen, halten EiweiB 
und Hamoglobin vollkommen zuriick; eine 10proz. Membran halt Gelatine 
mariick. Solche Proteinlésungen lassen sich in diesen Geriten an der Wasser- 
luftpumpe von ihren Lésungsmitteln trennen und konzentrieren. 

Fiir die Elektro-Ultrafiltration sind nun die Gerite noch mit Elektroden 
versehen. Zu diesem Zwecke werden sie auf der Filtratseite mit einem 
porésen, leitenden Metall-, z. B. Silber-, Nickel- oder Platiniiberzug ver- 


1) Die Ultrafiltergeriitte nach Bechhold-Kénig werden hergestellt von 
der Staatl. Porzellanmanufaktur Berlin, Wegelystr. 

2) Die Chemische Fabrik auf Aktien (vorm. Schering) Berlin, Miiller- 
straBe, liefert solche Lésungen mit einem Gehalt von 10 Proz. Kollodium- 
wolle und 2,5 Proz. Kaliumcarbonat in Eisessig, die sich besonders bewahrt 
haben. Je nach der gewiinschten Dicke der Membran miissen diese 
Lésungen mit Eisessig verdiinnt werden. 
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sehen. Bei der Spiilmethode kann man als Anode ein Platinblech oder 
einen Kohlestift als Elektrode verwenden. 

Die Versilberung bzw. Platinierung wurde anfangs in der Weise vor- 
genommen, da®8 wir in einer kolloiden Silberlésung Starke aufschwemmten, 
das Ganze durch Erhitzen verkleisterten und diesen Silber- bzw. Platin- 
kleister auf die zu metallisierende 
Fliche auftrugen. Nach dem Trocknen =——s 
und Gliithen bekamen wir dann eine 
porése oberflichliche Metallschicht. 
Da diese Schicht jedoch einen sehr 
hohen Widerstand aufweist, wurden 
spiiter andere Methoden angewendet, 
auf die an anderer Stelle zuriick- — 
gekommen werden soll. 

Fiillt man in eine solche Schale 
Wasser, so tropft es nur sehr langsam 
durch. Legt man jedoch an den 
Metalliiberzug die Kathode und taucht 
in das Wasser eine Anode (Spannung 
110 bis 120 Volt), so beginnt das 
Wasser rasch zu tropfen oder zu 
flieBen. Die Einfiigung einer Ultra- 
filtermembran bedeutet nur einen 
erhéhten Widerstand; die Vorgiange 
an sich bleiben die gleichen. Setzt Abb. 1. 
man eine solche metallisierte Schale 
auf eine Saugflasche iiber ein Vakuum und schaltet Gleichstrom ein, so 
addieren sich Luftdruck und Elektroosmose: es erfolgt ein = rascher 
DurchfluB von Wasser. 

Fiir die Elektro-Ultrafiltration von » S 
Gelatine und Leim, wie tiberhaupt von 


Proteinen, benutzen wir zwei Ver- _. 
suchsanordnungen, die nachstehend ° | 
beschrieben seien: \ i \) a 
: _ 
S 









































All 





Die erste, die Spiilmethode, zeigt 
(Abb. 1) eine auBen unten versilberte 
und innen mit Ultrafiltermembran 
ausgekleidete zylindrische Schale a, 
die mit Gummiringdichtung auf dem 
Trichter } sitzt. Sie dient zur Auf- 
nahme der zu reinigenden Lésung. 
Der Strom kann entweder mittels 
eines Metallblechs c, welches beim An- 
saugen der Schale fest an deren Boden 
gedriickt wird, zugefiihrt werden, oder Abb. 2. 
bei der Versilberung der Schale ist ein 
Siiberstrich an der AuBenwand in die Héhe gefiihrt und ein Metallblech wird 
mittels eines Gummirings fest an den Strich gepreBt. Der zweite Elektroden- 
raum ist ein mit eiweiBdichtem Pergament iiberspannter Glaszylinder d 
mit einem Ansatzrohr e. In den Zylinder war eine Platinelektrode von 
10 qem Flache, in einem Abstand von 20 mm von der anderen Elektrode, 
gesenkt. Der Glaszylinder wird aus dem Behiilter / kontinuierlich mit 
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Wasser bespiilt. Der mit Elektromotor betriebene Riihrer g sorgt fiir die 
nétige Bewegung. Gesaugt wird mit einer guten Wasserstrahlpumpe. 
Fiir Messungszwecke senkt man ein graduiertes, zvlindrisches GefaB in 
die Saugflasche. 

Bei der zweiten Anordnung (Doppelfiltration, Abb. 2) wird in die Schale 
ein Ballonfilter 6 gesenkt. Es ist auBen mit der Ultrafiltermembran, innen 
mit einer Platinschicht versehen und erhalt den Strom durch einen dicken, 
abgeplatteten Platindraht zugefiihrt. 

Der Gleichstrom wurde einer Experimentierschalttafel entnommen 
und alle folgenden Versuche mit der konstanten Klemmenspannung von 
115 Volt ausgefiihrt. 

Vorversuche, 

Versuche zur Ermittlung des Verhaltens der Ultrafiltertrdyer er- 
gaben, daB die Filtrationsgeschwindigkeit von Wasser durch die Ultra- 
filtergeriite mit der Zeit abnimmt, um nach ein- bis zweistiindiger 
Benutzung einen konstanten Wert anzunehmen. Die Filtrations- 
geschwindigkeit nimmt weiter ab, wenn die Gerate vor neuer Benutzung 
an der Luft trocknen, wihrend sie sich beim Aufbewahren in Wasser 
nicht mehr verindert. Wurden die Gerite im Vakuum mit Wasser 
getrinkt, so erwies sich die Filtrationsgeschwindigkeit drei- bis viermal 
héher als bei an der Luft befeuchteten Geraten. Offenbar verstopfen 
Luftblasen die Kapillaren. Es soll also als Regel beachtet werden, 
da®8 neue Ultrafiltergerite im Vakuum befeuchtet und benutzte in 
Wasser aufbewahrt werden. 

Die Bechhold-Kénigschen Ultrafiltergerite sind gegen Wasser 
negativ geladen. — Was fiir die Abnahme der Filtrationsgeschwindigkeit 
gesagt ist, gilt auch fiir den elektroosmotischen Wassertransport. 


Adsorption des Filtermaterials. 

Es wurde gepriift, ob das Ultrafilter Gelatine und Leim adsorbiert 
und dadurch gréBere Dichtigkeit vortiiuscht. Bei unseren Ultrafilter- 
membranen ist dies nicht der Fall'). Versuche mit dem Material der 
Porzellanerdegerite zeigen (Tabelle 1}, daB dieses Gelatine und Leim, 
wenn tiberhaupt, so doch nur in Spuren adsorbiert. Dies wurde durch 
Schiitteln von 10g Lésung mit 0,5 g fein gepulvertem Tiegelmaterial und 
Bestimmung des Trockengehalts vor und nach dem Schiitteln festgestellt. 





Tabelle I. 
Trockengehalt 
der 7 der mit 
Ausgangslésung Blindprobe | Tonerdepulver 
Proz. Proz. | Proz. 
0 a ea 5,50 5,31 5,28 
iit cae ie i ie et 5,50 5,44 5,38 
es ¢ Oe oe oe oe 5,50 5,35 5,29 


1) Bechhold, Zeitschr. f. physikal. Chem. 60, 257, 1907. 
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Die Abnahme des Trockengehalts bei der Blindprobe ist auf Bildung 
von Proteinhaiuten durch das Schiitteln zuriickzufiihren. 

Nach Wegelin') zeigen Eisessigkollodiummembranen Allers- 
erscheinungen in bezug auf Durchlassigkeit der aus ihnen hergestellten 
Ultrafilter. Sie auBern sich darin, daB die Durchlissigkeit der Filter 
mit dem Alter der Kollodiumlésungen abnimmt. Wir konnten diese 
Beobachtung bestatigen und feststellen, daB die Alterung nach einer 
gewissen Zeit aufhért. Es wurde eine mehrere Jahre alte Kollodium- 
lésung von 10 Proz. Kollodiumgehalt, die stets Membranen gleicher 
Durchlassigkeit gab, mit Eisessig auf 7 Proz. Kollodiumgehalt verdiinnt 
und in Intervallen von 10 Tagen Ultrafilter aus dieser Lésung hergestellt, 
die dann untersucht wurden. 


Tabelle II. 
U = Ultrafiltration, Eo (115) = Elektroosmose bei 115 Volt Klemmen- 
spannung, EU (115) = Elektro-Ultrafiltration bei 115 Volt Klemmen- 
spannung. Druck: 70cm Hg. Temperatur 20°, Filtrat: Wasser. Ultra- 
filter: 7 proz. 





Durchlaufswerte fir 10 Minuten 


t 


am Tage nach nach 
der Verdiinnung 10 Tagen 20 Tagen 

com ecm com 
Pe, ge ere eee ee 143,0 110,0 110,0 
ee ae a a 25,5 18,0 19,0 
SE OE eee ee 14.9 10,5 11,2 
ee eee eg ee 169,0 128.0 129.0 
ER wie, yd ee Sey 157,6 120,3 121.2 


Aus Tabelle Il erkennt man auch aus den Filtratmengen den 
Effekt der Ultrafiltration, der Elektroosmose und der Elektro-Ultra- 
filtration (Kombination von Elektroosmose mit Ultrafiltration). Man 
erkennt, daB die Wirkung der Kombination im groBen ganzen eine 
additive ist. 

SchlieBlich sei hervorgehoben, daB sich die Ultrafilter bis auf 
0.4 Proz. bei der’ Ultrafiltration, und bis 5,0 Proz. bei der Elektro- 
osmose reproduzieren lassen. 


Elektro-Ultrafiltration von Gelatine und Leim. 

Man betrachtet beste Gelatine als eine ziemlich einheitliche Sub- 
stahz, die im wesentlichen aus Glutin besteht; stets enthalt sie gewisse 
Mengen Salze. 

Leim enthalt neben Glutin auch Abbauprodukte in geringerem 
oder héherem Grade, je nach Giite. Daneben enthalt er anorganische 
Salze, je nach Giite, ebenfalls in verschiedenem Grade. 


1) Wegelin, Kolloid-Zeitschr. 18, 6, 1916. 
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Bei Gelatine besteht die Aussicht, durch Elektroultrafiltration die 
anorganischen Salze weitgehend zu entfernen, was durch bloBe Dialyse 
nur schwer gelingt. Bei Leim war die Méglichkeit geboten, kristalloide 
Abbauprodukte sowie Salze weitgehend zu entfernen, so daB man 
einerseits Glutin erhielt, andererseits Fraktionen von Abbauprodukten 
und Salzen. 

Zunachst galt es festzustellen, welche Art von Ultrafiltermembran 
erforderlich sei. 

Eine | proz. Handelsgelatine wurde durch 4-, 7- und 10proz. Eis- 
essig-Kollodiummembranen vultrafiltriert. Filtrate durch die beiden 
ersteren gaben mit Tanninlésung einen dicken Niederschlag, waihrend 
die durch die 10proz. Membran filtrierte nur mehr eine unmerkliche 
Triibung wahrnehmen lieb. 

Ein weiterer Versuch galt der Entscheidung dariiber, wie sich 
die Membran bei der Elektroosmose verhilt. 

Durch die Untersuchungen von Prausnitz') besitzen wir bereits 
recht eingehende Kenntnisse tiber das Verhalten von Leim und Gelatine 
bei der Elektroosmose. Als amphotere Substanz wandert Gelatine 
bei saurer Reaktion zur Kathode, bei alkalischer zur Anode. 

Wir stellten nun fest, daB allein die kataphoretische Bewegung 
der Gelatine geniigt, um ein Ultrafilter, das bei Unterdruck undicht 
ist, zu passieren. 

lproz. Gelatinelésung wurde gegen Lackmus genau neutralisiert 
und in die Ultrafilterschale a (Abb. 1) gefiillt. Der Glaszylinder mit 
dem Anodenraum war mit einer auf Filterpapier hergestellten Ather- 
Kollodiummembran iiberspannt. Als kathodische Membran hatte die 
Schale einen 4proz. Eisessigkollodiumiiberzug. 

10 Minuten nach Stromschlu8 schlug die Farbe der Lackmus- 
tinktur, mit der die Gelatinelésung versetzt war, in Rot um. 





Tabelle II. 
Uberfiihrtes Cherfuhrtes 
os Min. Wasser | Tanninreaktion he Min. Wasser Tanninreaktion 
ccm cem 
10 4,0 — 10 05 stark + 
10 25 'schwach + 10 0 
10 1,0 stark + 





Daraus ergab sich, daB bei saurer Reaktion in der Tat die Gelatine 
mit dem Wasser die kathodische Membran passierte. Mit der sauren 
Reaktion geht aber auch eine Abnahme der Wasseriiberfiihrung durch 
die kathodische Membran einher. Wird statt Kollodium eiweiBdichtes 


1) Prausnitz, 1. cit. 
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Pergament als Anodendiaphragma verwendet, so bleibt die Gelatine 
neutral und das nach der Kathode iiberfiihrte Wasser ist fast frei 
von Gelatine. Bei der Elektroultrafiltration ist also darauf zu achten, 
daB kathodisch eine negative, anodisch eine positive Membran zur 
Anwendung kommt, um iquivalente Mengen von Kationen und An- 
ionen zu entfernen. 


Die Entfernung der Elektrolyte. 

Zur Verwendung kamen zwei Gelatinesorten, die stets in 1 proz. 
Lésung und drei Leimsorten, die in 5,5 proz. Lésung dem Proze8 unter- 
worfen wurden. Leim | war ein geringwertiger Knochenleim, Leim II 
ein mittlerer, Leim III ein besserer Lederleim. 

Gegen Lackmus waren die Gelatinelésungen neutral, die Leim- 
lésungen schwach sauer. Gegen Methylorange waren samtliche Lésungen 
alkalisch, gegen Phenophthalein sauer. Die Lésungen wurden gegen 
Lackmus genau neutralisiert. 

Als MaB der Entsalzung wahlten wir die Herabsetzung des Aschen- 
gehalts. Da zu erwarten war, daB nicht alle Aschenbestandteile sich 
bei der Reinigung gleich verhalten, haben wir die gesonderte Bestimmung 
der wichtigsten Aschenbestandteile vorgenommen, auf die Weise, dab 
die Probe durch schwaches Gliihen verkohlt und mit n/10 Salzséure 
extrahiert wurde. Der Riickstand ergab in Form seiner Asche das 
,,Unlésliche**, in der Lésung wurden die ,,Sesquioxyde*‘ (Eisen und 
Aluminium), Kalk und Sulfate bestimmt (Tabelle [V). Der in Salz- 
siure unlésliche Teil besteht aus Eisen und Kieselsiure und _ stellt 
offenbar die mechanischen Verunreinigungen dar, die wihrend des 
Fabrikationsprozesses in das Produkt gelangen. 








Tabelle IV. 

Anfangstemperatur 22°. Gehalt in Prozenten. 
Asche Unlésliches Sesquioxyde CaO SO, 
ee 0,69 0,16 — 0,23 | 0,25 
a | 1,89 0,24 0,43 032 0,26 
-~ 1,57 0.24 037 022 0.23 
5,5 proz. Leim Il 1,56 0.38 0,34 0.21 | 029 
lan 74 0.23 041 040 © 0.28 


Die Spiilmethode (s. Abb. 1). 
Bei allen Lésungen wurden 100,0cem dem Prozef} unterworfen. 
Als Kathode diente der Platiniiberzug der Schale; der Glaszylinder 
als Anodenraum war von dem zu reinigenden Sol durch eine positiv 
geladene, eiweiBdichte Pergamentmembran getrennt. Das Reinigungs- 
wasser floB mit einer Stundengeschwindigkeit von 800cem. Die 
Klemmenspannung war 115 Volt, der Unterdruck etwa 70 mm Hg. 
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Tabelle V. 

Dauer Filtrat Trockengehalt Asche | Unlésliches 
Min. com Proz. Proz. Proz. 
Sesce. Geletine | I 32 24.0 1,0 0,19 0,15 
oS | I 40 21,0 0.9 0,29 0,29 
I 40 25,0 48 0,25 0.21 
5,5proz. Leim If 40 24.0 47 0,10 0,10 
la 40 22'0 47 022 019 


Der Reinigungseffekt beziiglich der Elektrolyte ergibt sich aus 
Tabelle V, wenn wir diese mit Tabelle [V vergleichen. Danach wird 
eine praktisch vollstdndige Entfernung der Elektrolyte erzielt, da die 
Asche des gereinigten Produkts nur aus ,,Unléslichem™ besteht, also 
aus mechanischen Verunreinigungen, die nicht in lonenform vorhanden 
waren. Analysen in Zwischenstadien der Reinigung ergaben, daB die 
zweiwertigen lonen rascher als die dreiwertigen aus den Solen entfernt 
werden. Eine Konzentrierung der Soie wurde nicht erreicht; offenbar 
wurden sie aus dem Anodenraum durch das Spiilwasser etwa in dem 
MaBe verdiinnt, als Wasser elektroultrafiltrierte. 


Die gereinigten Gelatinelésungen reagieren auf Lackmus neutral 
und sind wasserklar, friiben sich, im Gegensatz zu den Ausgangslésungen, 
auch beim langeren Stehen nicht. 

Weder in den Ultrafiltraten, noch im anodischen Spiilwasser 
konnte Gelatine nachgewiesen werden. Dagegen enthalten die Ultra- 
filtrate der Leimsole Abbauprodukte des Glutins, waihrend das anodische 
Spiilwasser auch bei den Leimen keine organischen Substanzen enthielt. 
Die Ultrafiltrate enthielten bei 


Leim T.......... . %2Proz. Trockensubstanz 
ei me a a 
~» wae « . 4,8 


bezogen auf 100g gereinigten Trockenleim'). 

Wiahrend des Reinigunsgprozesses triibt sich der Leim und es 
bilden sich dicke Flocken. Ahnliches ist von Prausnitz bereits bei 
der Elektrodialyse des Leimes beobachtet worden®). Prausnitz teilt tiber 
diese Flocken mit, daB sie getrocknet harte, briichige Massen von 
dunkelolivgriiner Farbe darstellen und sich in Sauren, Laugen und 
manchen Salzen lésen. 


1) Der in Tabelle V angegebene Trockengehalt bezieht sich auf Sole, 
die von dem flockigen Niederschlag befreit worden sind, der sich wahrend 
des Reinigungsprozesses bildet. 

2) Prausnitz, Zeitschr. f. Elektrochem. 28, 1—2, 1922; Kolloid-Zeitschr. 
29, 6, 1921. 
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Wir haben die abzentrifugierten und mit Wasser gewaschenen 
Flocken etwas naher untersucht. In Wasser sind sie unléslich, in 
n/10 Salzsiure, n/10 Kalilauge und in verdiinnter Kochsalzlésung 
sehr leicht léslich. Kalilauge lést die Substanz auch in 0,01 Normalitat 
sehr leicht, n/100 Salzsiiure dagegen sehr schwer. Aus ihren Lésungen 
wird die Substanz durch Halbsattigung mit Ammonsulfat gefillt. 
Durch das Trocknen nimmt die Léslichkeit stark ab, nur in Alkalien 
bleibt sie eine gute. Aus diesen Léslichkeitsverhaltnissen folgt, dab 
die geflockte Substanz ein Protein von globulinartigem Charakter ist, 
das aus den vielleicht bluthaltigen Rohmaterialien stammen diirfte. 


Es enthielten 


Leim Das ce: eae ee ce on, ee, 
Pa aa 06 4's oe 8 eo“ S = 
aa 6s wee ew hh 


bezogen auf gereinigten Trockenleim. Da Leim I| der geringstwertige, 
Leim III der beste war, so ergibt sich, daB geringwertige Leime einen 
héheren Globulingehalt aufweisen als hochwertige (Gelatine ist frei 
von Globulin). 


Der Aschengehalt der getrockneten Globuline betragt bei 


pee ae dw See oe Oe 
* Bate "hea et ee ww eR 
oe Re a tin eiterece dont TF ‘es 


Die Asche ist in verdiinnter Salzsiure unléslich und besteht fast aus- 
schlieBlich aus Eisenoxyd. Offenbar wird es beim Ausflocken der 
Globuline von diesen adsorbiert und niedergerissen. 


Die gereiniyten Leimsole sind durchsichtiger und heller als die 
ungereinigten, der Leimgeruch ist verschwunden und das erhaltene 
Produkt hat mehr ein gelatineartiges Aussehen. 


Die Doppelfiltration (s. Abb. 2). 


Schale a und Balloniilter 6 sind mit Eisessigkollodiummembran 
versehen. Der Platiniiberzug der Schale a dient als Kathode. Der 
Innenbelag (Platin) des Ballonfilters 6 als Anode. Es wird gleichzeitig 
an a und 6 gesaugt, also nach beiden Seiten ultrafiltriert. Es erfolgt 
somit im Gegensatz zur ,,Spiilmethode“ eine Konzentration des Filter- 
inhalts. Das Saugrohr S reicht nicht bis zum Boden des Ballonfilters, 
um ein mangelhaftes Bespiilen der Anode beim sofortigen Absaugen 
des Ultrafiltrats zu vermeiden. Zeitweise kann das Saugrohr auf kurze 
Zeit bis zum Boden gedriickt werden, um die angesammelte Fliissig- 
keit in die Saugflasche zu beférdern. 
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Tabelle VI. 





Filtrat 


Menge 100 ccm Dauer yar od Trockengehalt Asche Unlésliches 
Min. com Proz. Proz. Proz. 
— oe 20 34,0 145 0,22 0,22 
Iproz. Gelatine | 17 60 38,5 1,53 0,28 0,26 
| I 60 45.5 8.15 0,24 0,23 
5,5 proz. Leim Il 60 415 8,18 0,12 0,12 
| Ill 60 39.0 8.03 0.26 0.25 


Die Entsalzung ist auch hier vollsténdig (vgl. Tabelle VI mit 
Tabelle IV), die Asche des gereinigten Produkts besteht nur aus .,.Un- 
léslichem*. 

Die langere Reinigungsdauer bei dieser Methode ist darauf zuriick- 
zufiihren, da die Elektrolyte nicht mit Wasser, wie bei der Spiil- 
methode, von den Elektroden entfernt werden, sondern mit nach- 
gesaugtem elektrolythaltigen Dispersionsmittel, welches langere Zeit 
im Stromkreis bleibt. Dies gibt sich auch durch langsamere Abnahme 
der Stromintensitét, also gréBeren Stromverbrauch im Vergleich mit 
der Spiilmethode zu erkennen, wie Abb. 3 zeigt, in welcher der Verlaut 








a a a a a a 
Dauer in Min—> 
Abb. 3. 
der Stromintensitat bei der Reinigung von Leim II einmal mit der 
Spiilmethode a, das andere Mal durch Doppelfiltration b angegeben ist. 
Die ausgeflockten Globuline waren teils als Flocken im Sol, teils 
als festhaftende Schicht an der anodischen Membran; sie werden hier 
in annihernd gleicher Menge abgeschieden wie bei der Spiilmethode bei 


Leim I.......... . 6,9 Proz. Globuline 
ji ee a ee ee ea ee ee 8 cee 
0 eee + ee 


Der Gehalt an Trockensubstanz im kathodischen und anodischen 
Ultrafiltrat war bei 


ee ers a be we aw oie re 
= a ahi te ee oe laws a ee es 
ee oe Bion 


auf 100g gereinigten Trockenleims bezogen. 
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Das Aussehen der gereinigten Sole stimmt mit den mit der Spiil- 
methode gereinigten iiberein. Gegen Lackmus sind die Sole neutral. 

Betrachtet man die Substanzverminderung, welche die Ent- 
fernung der Elektrolyte, der Abbauprodukte des Glutins und die Aus- 
flockung der Globuline ergibt, als MaB der Leistungsfahigkeit des 
Reinigungsverfahrens, so erméglicht die Doppelfiltration fiir die Abbau- 
produkte einen wesentlich giinstigeren Effekt, wie Tabelle VII zeigt. 


Tabelle VII. 





Substanzverminderung 
Leim I Leim Il Leim Ill 


Spul- Doppel- Spil- Doppel+ Spul- Doppel- 
methode filtration methode filtration methode filtration 


Proz. Proz. Proz. Proz. Proz. Proz. 
Elektrolyte ..... 13 13 14 14 15 15 
Abbaupr« mndukte ... 7,2 15,4 5,7 10.5 48 83 
Globuline. . . ... 9 69 49 4,7 2,3 2.2 
Gesamtverminderung 15,4 23,6 12,0 16,6 8.6 12.0 


Bei beiden beschriebenen Reinigungsverfahren steigt die Tempe- 
ratur an, jedoch nicht tiber 60°. 

Alle Versuche sind in bezug auf Dauer und Reinigungseffekt 
volistandig reproduzierbar, wenn bei sonst gleichen Bedingungen auch 
das Ultrafilter die gleiche Durchlassigkeit hat. 

Bei Gelatinesolen verstopft sich das Ultrafilter nur wenig, und 
die urspriingliche Durchlassigkeit laBt sich durch Auswaschen mit 
Wasser annahernd wieder herstellen. 

Das gleiche gilt auch fiir Leime, wenn sie ohne Strom ultrafiltriert 
werden, obwohl hier die Verstopfung rascher eintritt durch Eiweil- 
abbauprodukte, die das Ultrafilter passieren. Noch rascher erfolgt 
die Verstopfung bei der Elektro-Ultrafiltration von Leimen. Die Durch- 
lassigkeit der frischen Filter laBt sich durch Auswaschen mit Wasser 
nicht wieder herstellen. Merkwiirdigerweise erweist sich der Trager 
selbst nach dem Abschaben der Membran als verstopft. Das anodische 
Ultrafilter war hingegen nie in so hohem Grade verstopft wie das 
kathodische. Diese Beobachtungen deuten darauf hin, daB die Globuline 
des Leimes ‘das Ultrafilter passieren und in der Tonwand des Trigers 
unléslich zuriickbleiben. Anodischerseits ist dies nicht der Fall, weil 
die Globuline an der Membran bereits geflockt werden. 


.# Tatsachlich gelang es, das kathodische Ultrafilter durch Waschen 
mit verdiinnter Kochsalzlésung zu regenerieren bzw. die Globuline aus 
den Poren des Tragers herauszulésen. Allerdings ist dann mit héherem 
Stromverbrauch und Ansteigen der Temperatur zu rechnen. 
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Allgemeines, 

Bei der Spiilmethode wird anodisch die positiv geladene Pergament- 
membran, kathodisch das negative Kollodiumfilter verwendet im 
Gegensatz zur Doppelfiltration, bei welcher beide Ultrafilter negativ 
geladen sind. 

Entgegen der Erwartung, daB die Sole bei der Doppelfiltration 
sauer werden, da negative Diaphragmen den Durchtritt fiir Anionen 
hemmen, waren die Sole wahrend der Reinigung neutral geblieben; 
eine Umladung des anodischen Ultrafilters, wie durch Uberfiihrungs- 
versuche nachgewiesen wurde, war nicht eingetreten. Es muB also 
angenommen werden, das seine Ladung auf ein ganz geringes Mab 
herabgesetzt wird. 

Ist diese Erklarung richtig, so muB die Durchlaufsgeschwindigkeit 
durch das kathodische Ultrafilter gréBer, durch das anodische die 
gleiche sein wie bei Ultrafiltration ohne Strom. 

Die Versuche, die wir mit 1,5 proz. Kaliumsulfatlésung ausgefiibrt 
haben, bestatigen, daB sich in bezug auf die Entfernung aquivalenter 
Mengen von Kationen und Anionen eine giinstige Membranladung 
durch Produkte der Elektrodenvorginge einstellt (Tabelle VIII). Die 
Schale bzw. das Ballonfilter wurde zu dem Zwecke mit 10 proz. Ultra- 
filter (s. Abb. 2) einmal als kathodisches (a), das andere Mal als ano- 
disches (6) Diaphragma verwendet. Die gewahlte Elektrolytkonzen- 
tration entsprach annihernd der der Leim- und Gelatinesole. 





Tabelle VIII. 
Klemmenspannung 115 Volt. 
Ohne Strom a b 
com ccm ccm 
> ¢6 69 2s « &-« 130,0 170,5 129.5 
Ballonfi Iter . . &- «& ee Oe 64,5 85,0 64,0 


Aus dem Vergleich der Doppelelektro-Ultrafiltration mit der Elektro- 
dialyse ergibt sich als wesentlicher Vorteil, da®B bei der ersteren 
auf Verwendung von Spiilwasser und Regulierung der Membran- 
ladung verzichtet werden kann. Die Doppelfiltration wird besonders 
dort mit Vorteil angewendet werden, wo eine Verdiinnung des Sols 
unerwiinscht ist oder die entfernten Elektrolyte und Eiweibabbau- 
produkte gewonnen werden sollen. 

Die Doppelfiltration wurde auBer bei Gelatine und Leim auch 
fiir Globulin-, Albumin-, Starke- und Eisenoxydsole') angewendet. 


1) Das Eisenoxydsol war durch ein mechanisches Dispersionsverfahren 
hergestellt (aus mineralischem Eisenoxyd) und wurden uns von Herrn 
Dr. H. Karplus in dankenswerter Weise zur Verfiigung gestellt. 
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Bei hydrophoben Kolloiden tritt mit der fortschreitenden Elektrolyt- 
entfernung eine Flockung des Dispersoids ein, beispielsweise beim 
Eisenox ydsol. 


Zusammenfassung. 


1. Es wurde eine Reinigungsmethode fiir Kolloide ausgebildet, 
die der Verkniipfung von Ultrafiltration und Elektrodialyse entspricht : 
wir bezeichnen sie als Hlektro-Ultrafiltration. 

2. Sie gestattet in kiirzester Zeit eine weitgehende Reinigung von 
Elektrolyten und hochdispersen Abbauprodukten. Im Gegensatz zu 
den bisher bekannten Reinigungsmethoden wird eine Konzentration 
der kolloiden Lésung erreicht. 

3. Die bei der Reinigung von Leim ausfallenden Eiweibstoffe 
wurden als Globuline identifiziert. 

4. Es werden Beobachtungen iiber das Verhalten von Ultrafilter- 
geriten und Membranen mitgeteilt. 


Biochemische Zeitschrift Band 157. 











Auxowirkung eiweiGfreier Kolloide auf die Harnstoffspaltung 
durch Soja-Urease. 


Von 
Gert Taubmann. 
(Aus der medizinischen Klinik der Universitat Breslau.) 


(Eingegangen am 24. Januar 1925.) 


Untersuchungen von M. Falk!) und M. Jakoby*) zeigten, dab dem 
Blutserum die Eigenschaft zukommt, die harnstoffspaltende Wirkung 
der Soja-Urease zu verstarken. 

Jakoby wihlte hierfiir die Bezeichnung ,,Auxowirkung™, ohne damit 
einen bestimmten Wirkungsmechanismus etwa im Sinne eines Aktivators 
andeuten zu wollen*®). Rona und Gyérgy*) konnten diesen Befund beziiglich 
des Serums bestitigen, wiesen aber darauf hin, da8 diese Wirkung nur in 
langdauernden Versuchen deutlich werde, und daB die Wasserstoffionen- 
konzentration starken EinfluB auf das Ausma8 der fermentativen Spaltung 
habe, eine Feststellung, die Lévgren5) in seiner Arbeit erweiterte und be- 
stiitigte. Rona und Gyérgy trugen dieser Tatsache durch Zusatz von Puffer- 
lésung Rechnung. Eine befriedigende Erklarung der Auxowirkung konnten 
auch diese Autoren nicht geben. Sie zogen aber unter anderem die Méglich- 
keit in Erwaigung, daB das Serum vermége seiner Kolloide die Urease vor 
dem zerstérenden Einflu8 des frei werdenden Ammoniaks schiitze und so 
die Dauer der ungeschwichten Fermentwirkung verlingere. Sie gaben 
auch an, daB sie gelegentlich durch Zusatz von Gelatine einen Auxoeffekt 
erzielt hiitten, doch seien diese Versuche ,nicht immer reproduzierbar 
gewesen” 

Es lag nun nahe zu untersuchen, inwieweit indifferente Kolloide 
imstande seien, eine Auxowirkung auszuiiben, ohne damit sagen zu 
wollen, daB der Nachweis dieser Fahigkeit die Wirkung des Serums 
erschépfend klare. Vielmehr ist es wahrscheinlich, daB dieser ein ganzer 


1) Falk, diese Zeitschr. 59. 

2) Jakoby und Umeda, ebendaselbst 68 

3) Jakoby, ebendaselbst 140. 

*) Rona und Gyérgy, ebendaselbst 111. 

5) Lévgren, ebendaselbst 119. Hier auch umfassende Literaturangaben 
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Komplex von Einzelwirkungen zugrunde liegt, so die Wirkung des 
Calciums'), des Glykokolls*), die vielleicht iiberdies zu gegenseitiger 
Steigerung imstande sind. 

Die Versuchsanordnung war dieselbe, wie sie von M. Falk in An- 
lehnung an die Vorschriften Armstrongs*®) beschrieben wird, mit der 
Abinderung, dai der Harnstoff in Phosphatmischung nach Sdrensen 
von py 7,3 gelést wurde. Damit wurde die Innehaltung der optimalen 
Wasserstoffionenkonzentration (7,3 bis 7.5) nach Méglichkeit gesichert. 
Bei sehr lebhafter Fermentwirkung reichte sie nicht aus, um eine Ver- 
schiebung in Richtung starkerer Alkaleszenz zu verhindern; doch war 
dies bedeutungslos, da die Versuche von einer optimalen Basis aus- 
gingen und die Konzentrationsverschiebung nie eine Milieuverbesserung 
darstellen konnte. 

Als Ferment wurde ein zweistiindiger wisseriger Extrakt (1: 10) 
eines Sojamehlpriparats der Firma Riedel benutzt. Durch Zentri 
fugieren wurde die opaleszente Fliissigkeit von dem Bodensatz getrennt, 
filtriert und in Mengen von 0.5 ccm zum Versuch verwandt ; das Ferment 
war in dieser Form sehr gut wirksam. 

Zum Versuch wurden Erlenmeyerkolben von 200 ccm Fassungs- 
vermégen benutzt. Die Stopfen waren doppelt durchbohrt, die durch- 
gefiihrten Glasrohre mit Gummischliuchen und Klemmen armiert. 
Diese Kolben wurden mit 20 ccm der beschriebenen Harnstofflésung 
beschickt und die zu untersuchenden Substanzen zugegeben. Dazu 
kamen 0,5cem Fermentlésung, 2cem Olivenédl zum Verhindern des 
Schaumens und 3 Tropfen Toluol zur Konservierung. Um festzustellen, 
ob diese geringe Menge Toluol geniigt, um eventuell vorhandene harn- 
stoffspaltende Bakterien sicher zu vernichten, wurden in orientierenden 
Versuchen bedeutend gréBere Mengen Toluol zugesetzt (bis 3 ecm). 
Da die Spaltung bei dieser Versuchsanordnung nicht geringer war 
als in den mit wenig Toluol versetzten Kontrollen, konnte angenommen 
werden, daB Bakterienwirkung sicher ausgeschaltet sei. Fiir die Dauer 
des Versuchs wurden die Kolben im Brutschrank bei 37°C gehalten. 
Darauf Wasserdampfdestillation in eine Vorlage mit einer gemessenen 
Menge Normalschwefelsiure und Titration mit Normalnatronlauge unter 
Verwendung von Methylorange als Indikator. Diese’ Methode gibt 
hinreichend genaue Resultate; sie ist vollkommen ausreichend, um 
groBe Differenzen der NH,-Werte, die allein beweisend sind, sicher 
erkennen zu lassen. Die Menge des abgespaltenen Ammoniaks wurde’ 
wie iiblich, in Kubikzentimeter n NH, ausgedriickt. 


1) Hosakawa, diese Zeitschr. 149. Kochmann, ebendaselbst 151. 
2) Jakoby, ebendaselbst 74. 
8) Armstrong, Horton, Proc. Roy. Soc. 85, Nr. 577, Mai 1922. 
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Zu den Versuchen wurden als kolloidale Zusatze Gummiarabikum 
und Starke verwendet. 

Die kolloidalen Eigenschaften des Gummiarabikums sind unter 
anderem von Afzler und Lehmann') beschrieben, die es als Zusatz zu 
Blutersatzfliissigkeiten empfahlen, um eine Anniherung auch an die 
kolloidchemische Struktur des Serums zu erreichen. Der Stickstoff- 
gehalt des hier verwendeten Priiparats wurde nach Kjeldahl bestimmt; 
er betrug 0,056 Proz. 

Die Starke gehért zu den kolloidchemisch eingehend untersuchten 
Kérpern. Uber den kolloidalen Charakter ihrer Lésung berichtet 
Freundlich®). Der Stickstoffgehalt der Starke betrug 0,011 Proz. 
Gegeniiber dem Stickstoffgehalt der in den Falkschen Versuchen ver- 
wendeten Serummengen war er unerheblich; die. Lésungen konnten 
praktisch als stickstofffrei angesehen werden. 

Zum Versuch wurde das Gummiarabikum in 20proz. Lésung ver- 
wendet, von der 4cem der Harnstofflésung zugesetzt wurden. 

Die Starke wurde, weil relativ schlecht léslich, in Mengen von 
1 g abgewogen und der Harnstofflésung zugegeben ; das Wiegeschalchen 
wurde mit 4cem Wasser nachgespiilt. Der Kolben wurde dann im 
Wasserbad von 100° kurz erhitzt, wobei die Starke leicht in Lésung 
ging. Dieses Verfahren war nétig, um die Fliissigkeitsmenge nicht 
allzusehr zu vergréBern. Eine Harnstoffspaltung fand hierbei, wie 
aus Tabelle [ hervorgeht, héchstens innerhalb der Fehlergrenzen statt. 


Tabelle I. 
Bei sofortiger Destillation ergaben: 
20cem Ut 2 Proz. + 1g Starke + 4eem H,O 0,2 nNH,;, 
0, Us , +1lg .» +4, H,O 0,15nNH,. 
Zunichst wurde untersucht, ob etwa den auf Auxowirkung zu 
priifenden Substanzen selbst eine harnstoffspaltende Wirkung zukommt. 
Hierzu wurden je 20cem 2proz. Harnstofflésung mit Gummi- 
arabikum und Starke angesetzt, die Kontrolle erhielt 4ccm Wasser. 
Dauer des Versuchs 40 Stunden. 





Tabelle II. 
Uberall 20cem 2 proz. Harnstofflésung. Bei Beginn des Versuchs py iiberall 7,3. 
n NH; | Pq nachher 
2 4cecm Gummiarabikum..- - - - - O16 7,3 
2 lg Stirke + 4eem H,O-...-- | eas 73 
1 4oom H,O-. ----+--:. ; ny 7,3 


1) Atzler und Lehmann, Deutsch. med. Wochenschr. 1923. 
2) Freundlich, Kapillarchemie 1922. 

















Auxowirkung eiweiBfreier Kolloide auf die Harnstoffspaltung usw. lol 


Der Versuch zeigt, daB dem Gummiarabikum und der Starke 
keine harnstoffspaltende Wirkung zukommt. 

Im Hauptversuch wurde nun die Harnstofflésung mit den zu 
untersuchenden Substanzen und 0,5 cem der Fermentlésung zusammen- 
gebracht. 

Tabelle 111. 
Uberall 20 cem 2proz. U* + 0,5 ccm Fermentlésung. 
Bei Versuchsbeginn iiberall py = 7,3. 





Gummiarabikum Wasser Starke 
Dauer 
nN Hs Pu noNH ; Pu n NH, Pu 
Std. com nachher com nachher com nacbher 

! 12 43 74 43 7,5 42 7,4 
4.1 42 4.1 

2 20 53 73 5,6 74 64 75 
55 5.6 65 

3 36 8.0 75 6.3 7,4 7,2 75 
7,9 6,1 74 

4 36 7,5 75 6,1 73 7,1 7,5 
75 6.5 73 
5 36 7,9 7.0 7.2 
7,8 7,0 73 
6 36 6.9 5,5 65 
7,1 54 63 

7 40 93 7.6 65 7,5 7,1 7,5 
8.9 65 7,0 

8 40 83 75 64 75 73 75 
8.5 6.5 68 
9 40 8.6 68 7,2 
83 65 7,1 

10 40 8,7 75 7,1 73 8.5 7,6 
8.5 7.0 8,2 
ll 40 7,6 7,1 8.0 
7,7 72 8.0 
12 40 79 6.6 8.0 
7,8 64 79 

13 60 10,1 75 91 7.6 9.5 7,6 
95 9.0 94 
14 || 60 91 8.8 9.2 
94 8.9 95 


Die Auxowirkung der Zusitze kommt in den Versuchsreihen 3 
bis 12 mit einer Dauer von 36 bzw. 40 Stunden deutlich zum Ausdruck. 
In kiirzer dauernden Versuchen fehlt sie entweder ganz (Versuch 1) 
oder gibt ein atypisches Resultat (Versuch 2), wo die Fermentwirkung 
unter Starkezusatz starker, unter Gummiarabikum aber schwicher ist 
als in der Kontrolle. 

In noch weiter ausgedehnten Versuchen (60 Stunden) ist ein 
Auxoeffekt wohl noch vorhanden, wird aber undeutlich, wohl deshalb 
weil die fermentative Spaltung so weit gegangen ist, daB sie sich den 
rechnerisch maximal zu erzielenden Werten nahert. 
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Der Befund, daB eine Auxowirkung erst in langdauernden Ver- 
suchen deutlich wird, stimmt iiberein mit den Feststellungen Ronas 
und Gyérgys, die dasselbe bei der Auxowirkung des Serums fanden. 

Nachdem durch diesen Versuch erwiesen war, daB auch Kérper 
vom Kohlehydratcharakter zu Auxowirkung befahigt waren, lag es 
nahe zu untersuchen, ob diese Eigenschaft von ihrer chemischen oder 
physikalischen Struktur abhingig sei. Es wurden daher einige echt 
lésliche Kohlehydrate auf Auxowirkung untersucht. 





Tabelle IV. 
Uberall 20 cem U* + 0,5 cem Fermentlésung. Dauer 36 Stunden. 
n NH; n NH, 
com ccm 
, s {| 65 { 63 
4ecm 20proz. Rohrzucker - 62 |4ceem 20 proz. Traubenzucker 1 65 
’, ; 8’ 
4cem 20proz. Milchzucker - yr 4cem Wasser+ +++ ++ + a 


Der Versuch zeigt die Unwirksamkeit der zugesetzten Kohlehydrate. 
Damit ist zwar nicht bewiesen, aber wahrscheinlich gemacht, dab die 
Auxowirkung des Gummiarabikums und der Starke auf ihrem kolloidalen 
Zustand beruht. 


Zusammenfassung. 


Es wird gezeigt. daB auch eiweiBfreie Kérper von kolloidalem 
Charakter imstande sind, die harnstoffspaltende Wirkung der Soja- 
Urease zu verstarken 














Beitrige zur Physiologie der Driisen. 


Von 
Leon Asher. 
Nr. 77. 
Fortgesetzte Untersuchungen iiber die Abhangigkeit 
der Phagocytose von inneren Sekreten. 


Von 
Y. Abe. 


(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Bern.) 


(Eingegangen am 26. Januar 1925.) 


Die Beziehungen zwischen Phagocytose und den Driisen mit innerer 
Sekretion sind Gegenstand zweier voraufgehenden Arbeiten des Berner 
physiologischen Instituts gewesen, derjenigen von Furuya') und der- 
jenigen von Masuno*). Furuya hatte, ausgehend von Fragen der 
Konstitutionsphysiologie, die ersten grundlegenden Beobachtungen 
gemacht, welche wesentlich den Anteil der Schilddriise an dem Ver- 
mégen der Leucocyten zur Phagocytose betreffen, und Masuno hatte 
diese Beobachtungen bestatigen und durch Einbeziehung der Milz 
erweitern kénnen. Ferner hatte Furuya eine ganze Anzahl von Tat- 
sachen beibringen kénnen, welche dafifr sprachen, daB nicht die Kon- 
stitution der weiBen Blutkérperchen als solche sich verandert habe, 
vielmehr das Plasma, und daf die Eigenschaften der weiben Blut- 
kérperchen hinsichtlich ihres Vermégens zu phagocytieren davon ab- 
hangen, mit welchem Plasma sie sich in Beriihrung befinden. Aber 
die Genauigkeit und der Umfang dieser Beziehung bedurfte noch einer 
speziellen und eingehenderen Untersuchung. Dazu waren nach dem 
Arbeitsplan, der auf Grund der neuen Entdeckung entstanden war, 
andere Driisen mit innerer Sekretion auf ihre Beziehung zur Phago- 
cytose zu untersuchen. SchlieBlich war die Methodik, durch welche 
die hier besprochenen Erscheinungen aufgedeckt werden waren, durch 


') Furuya, diese Zeitschr. 147, 410, 1924. 
2) Masuno. ebendaselbst 152, 302, 1924. 
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neue Anordnungen zu iiberpriifen, dies um so mehr, als gewisse Ein- 
wiinde gegen die wesentlich von Hamburger und seinen Mitarbeitern 
geschaffene Methodik erhoben wurden. Allen genannten Aufgaben 
habe ich mich auf Anregung von Prof. Asher unterzogen. 

Die Methodik bestand darin, bei Kaninchen ein steriles Exsudat 
in der Bauchhdhle zu erzeugen und die Exsudatzellen mit zu phago- 
cytierenden korpuskuliren Elementen und Sera, die von Tieren in 
verschiedenem funktionellen Zustand stammten, in Beriihrung zu 
bringen. NSchlieBlich muBte ausgezihlt werden, eine wie grobe Anzahl 
von Leucocyten unter einer gegebenen Gesamtzahl phagocytiert hatten. 


Das sterile Exsudat wurde durch Injektion von 70 cem einer sterilen 
Aleuronatlésung (Aleuronat 1, Wasser 100) in die Bauchhéhle von er- 
wachsenen und méglichst groBen Kaninchen erzeugt. Die zur Untersuchung 
dienenden Phagocyten gewann ich in der nachfolgenden Weise. Die 70 cem 
steriler Aleuronatlésung wurden mit einem nicht zu engen, vorne ab- 
gestumpften Troikaréhrechen abends um 6 Uhr in die Bauchhdéhle des Tieres 
hineingebracht. Die Injektion erfolgte durch eine sterile Spritze. Am 
nichsten Morgen um 9 Uhr wurde das Exsudat mit einer vorn ab- 
gestumpften Hohlnadel aus der Bauchhéhle herausgenommen. Das Tier 
war hierbei in Riickenlage aufgebunden, die Haare waren vorher entfernt 
worden und die Bauchhaut an der Einstichstelle mit Jodtinktur bepinselt. 
Nach der Aufsaugung des Exsudats wurde die Wunde mit Jodoform- 
kollodium geschlossen. Wenn infolge verschiedener Umstinde das Kérper- 
gewicht abnimmt, so nimmt damit auch das phagocytére Vermégen stark 
ab. Soleche Kaninchen miissen ausgeschaltet werden. 

Den Leucocyten habe ich entweder Kohle oder Reismehl zugesetzt. 
Das kaufliche Reismehl war zu den Versuchen zu grob und muBte daher 
verkleinert werden, wobei einige Schwierigkeiten zu tiberwinden waren. 
Da mit den gewéhnlichen Steingutmérsern eine geniigende Feinheit aller 
Teilchen nicht zu erreichen war, muBte nach vorheriger Verreibung in 
Steingutmérsern das Reismehl in Achatmérsern zerrieben werden. Ich 
habe 6 Tage lang je 4 Stunden das Reismeh! verrieben. Es gelingt auf diese 
Weise, die einzelnen Teilchen bis auf die GréBe von roten Blutkérperchen 
herabzubringen. Das zerriebene Reismehl muB sehr trocken aufbewahrt 
werden und immer dann und wann auf seine Brauchbarkeit mikroskopisch 
untersucht werden. 

Das Exsudat wurde in gewéhnlichen Glasern und Zentrifugierréhrehen 
mit 0,7 proz. Kochsalzlésung aufgenommen, in welcher 1,1] proz., zitronen- 
saures Natrium aufgelist war, und 3 Minuten lang zentrifugiert. Nach 
Abhebung des gréBten Teiles der oberen Fliissigkeit wurde eine 0,9proz. 
Kochsalzlésung hinzugefiigt, dann vorsichtig umgeschiittelt, wieder 24% Mi- 
nuten zentrifugiert, die Fliissigkeit abgehoben und aufs neue mit 0,9proz. 
Kochsalzlésung versetzt. Nach abermaligem Zentrifugieren wurde die 
Fliissigkeit fast wieder ganz entfernt, und schlieBlich wurden die Sedimente 
der verschiedenen Réhrchen miteinander vermischt. Von der so erhaltenen 
Phagocytensuspension wurden vermittels einer Kapillarpipette 0,2 cem 
abgemessen und in 3cem der zu untersuchenden Fliissigkeit gebracht. 

In meinen Versuchen waren das 0,9 Proz. Kochsalzlésung oder Serum 
bzw. in den Mischungen Reismehl und Kochsalzlésung jederzeit 0,1 cem 
frisches, normales Kaninchenserum. Diese Lésungen befanden sich in ge- 
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wohnlichen glaisernen zylindrischen GefaBen von etwa 2cm Durchmesser 
und 20cem Inhalt. 

Das Serum wurde fiir den jeweiligen Versuch jederzeit frisch hergestellt. 
Niemals habe ich Serum von demjenigen Tier benutzt, welches gleiehzeitig 
in dem betreffenden Versuch die Phagocyten zu liefern hatte. Nachdem die 
Phagocyten 30 Minuten lang der Einwirkung der zu _ untersuchenden 
Fliissigkeit bei Zimmertemperatur ausgesetzt gewesen waren, wurde eine 
gewisse Menge Reismehl oder Kohle hinzugesetzt. Um eine méglichst 
gleichmaBige Verteilung in der Fliissigkeit herzustellen, wurden die Glaschen 
einige Male vorsichtig geschiittelt und dann 15 Minuten bei Zimmertempe- 
ratur stehengelassen. 

Samtliche vollstandig gleichbehandelte, mit Reismeh! oder Kohlen- 
phagocytensuspensionen gefiillte Zylinderglischen wurden sodann im 
Brutschrank einer Temperatur von 37° ausgesetzt und alle 10 Minuten 
aus dem Brutschrank genommen und vorsichtig hin und her bewegt, um 
eine dauernde gleichmaBige Mischung und Beriihrung von Reismehl oder 
Kohlepartikeln mit den Phagocyten aufrecht zu erhalten. Im ganzen 
verweilten die Glischen 40 Minuten im Brutschrank. Hierauf wurden sie 
alle zur gleichen Zeit in den Eisschrank gebracht, und jedes Réhrchen 
wird mit leem ]proz. Formollésung versetzt. 

Nach Umschiitteln habe ich die Reismehl- oder Kohlephagocyten- 
suspension mit einer Kapillarpipette aufgenommen, | Tropfen davon auf 
den Objekttrager gebracht und untersucht. Die Zahlung erfolgte mittels 
Okularnetzmikrometers und verschiebbarem Objekttisch, wie er bei der 
Blutkérperchenzihlung iiblich ist. 

Die angewandte Optik war Leitz Objektiv 8, Okular 3. 

Auber der Bestimmung des phagocytiren Vermégens mit Hilfe 
von Kohle oder Reismehl habe ich noch die Prozentzahl der Makro- 
phagen, welche polynucleire Leucocyten aufgenommen haben, fest- 
gestellt. Diese Zaihlungen fanden in einer Blutzihlkammer statt, bei 
Anwendung von Reis wurde derselbe mit Lugolscher Lésung angefirbt. 

SchlieBlich habe ich noch in einer ganzen Anzahl von Fallen histo- 
logisch das Zellbild der Exsudatzellen untersucht. 

Das phagocytare Vermégen der Exsudatleucocyten habe ich von 
normalen Tieren, von schilddriisenlosen Tieren, von milzlosen Tieren, 
von ovarienlosen Tieren, von hodenlosen Tieren, von Tieren ohne 
Schilddriise und Ovarium und von Tieren ohne Milz und Hoden unter- 
sucht. Die Operationen, iiber welche nichts weiter zu bemerken ist, 
fanden in der iiblichen Weise unter aseptischen MaBnahmen statt. 
Die auBerste Strenge in der Asepsis ist ein unbedingtes Erfordernis, 
um zu verhiiten, daB die Folgen entziindlicher Reaktionen auf die von 
mir zu beobachtenden Erscheinungen EinfluB gewinnen. Alle von mir 
benutzten Tiere waren daher auf ihren, abgesehen von dem gesetzten 
Defekt, unversehrten Zustand Xkontrolliert. 

An jedem einzelnen Tiere wurden vor der Operation mehrfache 
Versuche angestellt, indem von ihnen in der oben geschilderten Weise 
Exsudatleucocyten entnommen wurden. Auf diese Weise habe ich 
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erstens eine gréBere Anzahl von normalen Kontrollversuchen gewonnen, 
und zweitens andererseits den individuellen Faktor der einzelnen Blut- 
arten auf das phagocytire Vermégen von Leucocyten nach Méglichkeit 
ausgeschaltet, indem immer jeweilig das gleiche Tier zum Vergleich 
vor und nach der Operation diente. 

Das phagocytare Vermégen wurde durch drei Reihen von Versuchs- 
anordnungen gepriift. Die eine bestand darin, da Reismehl den zu 
phagocytierenden Koérper abgab, dem Reismehl wurde Kochsalzlésung 
zugesetzt und je 0,1 cem normales Serum, weil Reismehl ohne Serum- 
zusatz nicht oder kaum merklich phagocytiert wird. Die zweite Reihe 
bestand in Phagocytosenversuchen unter Anwendung von Kohle ohne 
Zusatz von Serum, welches bei Kohle iiberfliissig ist. Auf diese Weise 
habe ich in meinen Versuchen sowohl die von Furuya, wie auch die 
von Masuno benutzte Versuchsanordnung herangezogen. Die dritte 
Versuchsreihe bestand darin, daB ich von einem anderen Tiere stammen- 
des normales Serum dem Reismehl zusetzte und das phagocytare 
Vermégen vor und nach den Operationen unter Zusatz der gleichen 
Menge Normalserums feststellte. Der Serumzusatz war gréBer als in 
der friiheren Versuchsreihe, die gleichfalls mit Reismehl angestellt 
wurde. Diese Versuchsreihe diente dazu, um erneut auf einer breiteren 
Basis iiber die Tatsache aufgeklirt zu werden, daB die Eigenschaften 
des Blutserums und nicht diejenigen der Leucocyten selbst es sind, 
die fiir das phagocytire Vermégen maBgebend sind. 
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lle. 
Das relative histologische Prozentzah! der Makrophagen, welche 
Scem norm. Serum + Reismehl Blutbild der weifien Biut- polynucl. Leucocyten aufgenommen 
zellen im Exsudat haben 
sib 35 
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Die Ergebnisse meiner Versuchsreihen bringe ich in einer gréBeren 
Anzahl von Tabellen, welche gemeinschaftlich als Anhang meiner 
Arbeit beigegeben sind. Sie enthalten auBer den schon genannten 
Versuchsreihen noch die Zahlenwerte fiir das relative histologische 
Blutbild der weiBen Blutzellen in dem Exsudat, sowie die Prozentzahl 
der Makrophagen, welche polynucleire Leucocyten phagocytiert haben. 

Der Einblick in die Ergebnisse meiner Versuche soll durch die 
vorstehende Uhersichtstabelle, welche die durchschnittlichen Mittel- 
werte aller Versuche enthalt, erleichtert werden. 

Zunichst einmal waren Bemerkungen am Platze iiber die GréBe 
der Phagocytose an normalen Tieren. Es zeigt sich, um zuerst die 
Versuche mit Kohle zu beriicksichtigen, da der durchschnittliche Wert 
der Anzahl phagocytierender Zellen 28,9 Proz. betrigt. Vergleiche 
ich diese Werte mit denjenigen von Furuya, so sind sie nicht wesentlich 
verschieden, denn er erhielt einen durchschnittlichen Wert von 30 Proz. 
derjenigen Phagocyten, welche unter gleichen Bedingungen, wie ich 
gearbeitet habe, Kohle aufgenommen haben. Meine Ergebnisse sind 
an einem sehr viel gréBeren. Tiermaterial gewonnen, was natiirlich die 
Sicherheit wesentlich erhdht. 

In derjenigen Versuchsreihe, in welcher die Phagocytose unter 
Zusatz von Reismehl anstatt Kohle unter Zusatz von 0,1 com Serum 
untersucht wurde, betragt der durchschnittliche Wert fiir die Prozent- 
zahl von Phagocyten, welche phagocytiert haben, 11,4 Proz. Diese 








108 Y. Abe: 


Zahl laBt sich mit den von Masuno erzielten Ergebnissen deshalb 
nicht vergleichen, weil Masuno bei allen seinen Versuchen wegen der 
von ihm einzuhaltenden Versuchsbedingungen je leem Serum zu- 
setzen mubte. Er erhielt dann zwischen 28 bis 20 Proz. Wohl aber 
kann ich dies mit meiner dritten Versuchsreihe, in welcher gleichfalls 
Reismehl als zu phagocytierender Kérper benutzt wurde, aber je 0,5 cem 
Normalserum zugesetzt wurden. In dieser Versuchsreihe ergibt sich 
eine Prozentzahl von 45,1 an Phagocyten, welche Reismehlpartikel 
aufgenommen haben. Dieser Wert ist erheblich gréBer als der friiher 
von Masuno gefundene, trotzdem ich nur halb so viel Serum zugesetzt 
habe, wie er es getan hat. Ich schreibe den von mir ermittelten gréBeren 
Wert dem Umstande zu, daB ich die Technik der Praparation des 
Reismehls auf Grund der Erfahrungen, die wir im Institut gewonnen 
haben, noch weiter habe ausbilden kénnen. Vergleicht man die mit 
0,1 und 0,5cem Serumzusatz zum Reismehl gewonnenen Resultate 
miteinander, so sind sie fiir einen Einblick in die bei der Phagocytose 
maBgebenden Verhiltnisse sehr instruktiv. Denn sie lehren sehr deutlich, 
welche iiberragende Bedeutung bei dem Phinomen der Phagocytose 
dem Serum zukommt. 

Diese Erkenntnis war ja schon auf einem anderen Wege von 
Masuno erworben worden. Da sie aber von einer prinzipiellen Be- 
deutung ist, erschien es erforderlich, durch eine Ausdehnung der Ver- 
suche dieselbe sicherzustellen. 

Die Reihe der Versuche, in denen ich die Prozentzahl der Makro- 
phagen, welche polymorphkernige Leucocyten aufgenommen haben, 
bestimmt habe, ergibt als durchschnittlichen Wert 14 Proz. Die Be- 
dingungen, unter welchen diese Art der Phagocytose stattfindet, sind 
nicht streng vergleichbar mit denjenigen, wo in vitro ein Zusatz von 
Kohle oder Reismehl stattfindet. Nichtsdestoweniger hat der Hinweis 
Interesse, da die Durchschnittszahl von 14 Proz. phagocytierender 
Zellen nicht sehr viel verschieden ist von der Zahl 11,4 Proz. der Leuco- 
cyten, welche Reismeh! in Kochsalzlésung unter Zusatz von 0,1 Proz. 
Serum phagocytieren. Als Ausdruck der physiologischen Phago- 
cytose, unabhingig von den physikalischen Variablen, die bei An- 
wendung von Reismehl oder Kohle in Betracht kommen, ist die Phago- 
cytose von kérpereigenen Zellen, quantitativ bestimmt, eine will- 
kommene Erginzung der anderen Methode. 

Ich gehe jetzt iiber zur Betrachtung der Ergebnisse meiner Be- 
stimmungen nach Entfernung der oben genannten Driisen mit innerer 
Sekretion. Den raschesten und aufklirendsten Uberblick erhalten wir 
bei Betrachtung der prozentischen Differenzen der Phagocytose. In 
allen Fallen handelt es sich um eine Abnahme der Phagocytose nach 


der Operation. 
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Nach Exstirpation der Schilddriise nahm das phagocytare Ver- 
mégen der Leucocyten des schilddriisenlosen Tieres, beurteilt nach 
der Methode der Anwendung von Reismehl in Kochsalz unter Zusatz 
von 0,1 cem Serum, um 54 Proz. ab. Mit der Methode der Anwendung 
von Kohle und Kochsalzlésung ohne Serum betrug die Abnahme 
33,1 Proz. Auch die physiologische Methode der Untersuchung der 
Makrophagen, welche die kérpereigenen polynuclearen Leucocyten 
phagocytieren, ergab sich die auberordentlich grobe Verminderung 
von 48 Proz. Aus diesen drei Ergebnissen geht mit grober Deutlichkeit 
erneut hervor, wie sehr der Verlust der Schilddriise das phagocytire 
Vermégen der Leucocyten herabsetzt. Diese Herabsetzung kommt 
selbst dann noch zum Vorschein, wenn man dem zu phagocytierenden 
Reismehl 0,5cem Normalserum hinzufiigt. Dann betrigt die Ver- 
minderung immerhin noch 15,4 Proz. Diese Zahl diirfte resultieren 
aus dem Zusammenwirken des phagocytosesteigernden Einflusses von 
Normalserum und einer in dieser Versuchsreihe zum erstenmal deutlich 
hervortretenden Unterwertigkeit der Leucocyten selbst aus dem schild- 
driisenlosen Organismus. 

Die Exstirpation der Milz minderte das phagocytiire Vermégen 
gegeniiber Reismehl in Kochsalzlésung unter Zusatz von 0,1 ccm 
Serum um 32,5 Proz., wihrend die Phagocytose von Kohle ohne Zusatz 
von Serum um 19,1 Proz. gemindert wurde. Bei Zusatz von 0,5 cem 
Serum war die Herabsetzung der Phagocytose von Reismehl immer 
noch 14 Proz. Die prozentische Verminderung der Phagocytose von 
polynucledaren Leucocyten durch die Makrophagen betrug 26,9 Proz. 
Diese Versuchsreihe mit ihren eindeutigen Ergebnissen bestatigt voll- 
stiindig die Angaben von Masuno, daB auch die Milzexstirpation 
von einer Herabsetzung des phagocytaéren Vermégens begleitet ist. 
Erneut wird hieraus klar, daB bei der Behandlung des Problems der 
sogenannten Wechselwirkung von Organen mit innerer Sekretion stets 
streng individuell Riicksicht auf die Funktion genommen werden muB, 
welche zur Beurteilung der Wechselwirkung herangezogen wird. Denn 
je nach der individuellen Funktion kénnen zwei Organe in férdernder 
oder hemmender Wechselwirkung miteinander stehen. Auch in dieser 
Versuchsreihe finde ich Anhaltspunkte dafiir, daB auch die Leuco- 
cyten selbst zur Verinderung des phagocytiren Vermégens beitragen. 

Auch die Exstirpation des Ovariums zeitigte eine merkliche Herab- 
setzung des phagocytaren Vermégens, wenn auch nicht in dem Umfang 
wie die Exstirpation der Schilddriise. Sehr klar tritt.die Herabsetzung 
mit 36,9 Proz. bei der Betrachtung der Phagocytose durch die Makro- 
eyten hervor. Wenn auch das Ovarium in gewissen Fiillen wesentlich 
geringeren EinfluB auf die Phagocytose ausiibt als die Schilddriise, 
so ist derselbe immerhin noch ausgesprochen genug. 
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Noch geringfiigiger ist der EinfluB des Hodens auf das phagocytare 
Vermégen, wenigstens beurteilt nach der Phagocytose von Kohle und 
Serumzusatz und von den k6rpereigenen polynuclediren Leucocyten. 
Der Unterschied im phagocytiren Vermégen verschwindet praktisch 
ganz unter Zusatz von 0,5cem Serum zum Reismehl. 

Die doppelte Entfernung von Schilddriise und Ovarium hatte den 
zu erwartenden groben EinfluB der Herabsetzung des phagocytaren 
Vermégens. Fiir jede der angewandten Methoden sind die Zahlen der 
prozentischen Herabsetzung entweder gleich groB oder sehr viel gréBer. 
Am deutlichsten ist das letztere an der Phagocytose der polymorph- 
kernigen Leucocyten durch die Makrophagen, die nicht weniger als 
68 Proz. betragt. 

Die Doppelentfernung von Milz und Hoden fihrte gleichfalls zu 
einer sehr erheblichen Herabsetzung des phagocytaéren Vermégens, in 
fast allen Versuchsreihen wesentlich gréBer als nach bloBer Exstirpation 
der Milz. Dies war um so auffallender als, wie wir gesehen haben, der 
EinfluB der Hodenexstirpation auf die Phagocytose der kleinste war. 

Alle Einzelheiten der betrachteten Versuche finden sich in den 
Tabellen I bis XVIII. 


In den folgenden Tabellen bedeutet: a die Anzahl der untersuchten 
Phagocyten; b die Anzah) der Phagocyten, welche Reismehl aufgenommen 
haben; ¢ die Prozentzahl derjenigen Phagocyten, welche Reismehl oder 
Kohle aufgenommen haben. 





Tabelle I. 
Phagocytires Vermégen (NaCl + 0,1 cem n Serum + Reismehl, 
NaC! + Kohle, Serum + Reismehl) vor und nach der Operation. 


Kaninchen 1, Kérpergewicht 2850 g, weiblich, schwarz. 





Reismehl 


+ 0,9 Proz. NaCl + 0,1 com |) NaCl + Kohle Norm. Serum + Reismeh! 
Datum norm. Serum 
a b c a b c a b c 


Mit Schilddriise. 





gz LV. 712:73 = 102) 717 : 187 = 26,0) 733 : 343 = 46,8) 
SE 7.V.) 6382:70 = 11,1 $106 721: 181 = 25,1'25.5 681:311 = 45,6'46.2 
SF 15.V. 755:79 = 105 635 - 162 — 25.6] 715-338 = 47.2 
19. V. Schilddriise entfernt, Kérpergewicht 2500 g. 
Schilddriisengewicht 350 mg. 

16,.V. 1341:66= 49 801: 96 = 11,9 92] : 376 = 408 
SE 31.V. 685:31 = 45 712: 109 = 153 624 : 253 = 40,5 
52 5.VI 708:39= 5,5) 48 733: 90 = 122/173, 272: 110 = 40,4/39,1 
32 10. VI | 710:42= 59| 601: 176 = 29.2 1075 : 373 = 34.6] 
‘OS 16.VI. 604:23= 38 719: 130 = 18.0 610 - 240 = 39.3 


16. VI. Kérpergewicht 2250 g. 
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Tabelle II. 
(NaC! 


+ O.l cem n Serum + 


Reismehl, 





lil 





Phagocytires Vermégen (NaCl + 0,1 cem n Serum + 


30. VI. Kérpergewicht 1900 g. 


Tabelle III. 


Reismehl, 


NaCl + Kohle, Serum + Reismehl) vor und nach der Operation. 


Kaninchen 4, Kérpergewicht 2920 ¢, minnlich, gran. 


NaCl + Kohle, Serum + Reismehl) vor und nach der Operation. 
Kaninchen 3, Kérpergewicht 2570 ¢, weiblich, schwarz. 
Reismehl , , . 
+ 0,9Proz. NaCl + 0,1 com NaCl + Kohle Norm. Serum + Reismeh! 
Datum norm. Serum 
a ’ b c a b c a b c 
Mit Ovarium. 
~¢ 3.V. 712 :755 =10,6 718 ; 229 = 319 611; 284 = 464 
v=, 8.V. 737: 72= 97 | o¢ 587 : 180 = 335.) , 819 : 375 = 45,814 » 
s§)15.V. 615: 54 = 88 / 9.0 604: 176 = 29,1 711-334 = 46.90" 
”6/| 20. V. 650: 62 = 95 713 ; 225 = 31,5 807 ; 372 = 46,1 
28. V. Ovarium entfernt, Kérpergewicht 2160 g. 
= a, {rechts 0,08 g. 
Ovariumgewicht \links 0,07 g. 
7. VI. 2004 :184 = 9,1 1251 : 250 = 223 691: 277 — 40.0 
SE) 12. VI. 801: 78 = 96 970 ; 219 = 25645 733 ; 280 = 38,1|,5 4 
2) 18.VI. 724: 44= 60, 82) 772:181 =234(°° 776:332 =42,7(° ” 
$8) 246.VI 771: 59= 76 693 : 193 = 27.8 543 | 234 = 43,0 
~ 30.VI. 607: 54=— 88 





Vor der 


Operation 


Nach der 
Operation 





Datum 


10. 
' 17. 
24. 


ASA 


9. VL. 
7. VI. 
VI. 
VI. 
VIL. 


smehl 


Rei 
+ 0,9 Proz. NaCl + 0,1 com 


723: 
855: 
527: 
827: 


30. 


1308 : 
780: 
1297 : 
803 : 
780 : 


noran. Serum 


b 6 4 


NaCl + Kohle 


b c 


Mit Hoden. 





3. VII. Kérpergewicht 2400 g. 


1111: 42 


a b c 
815 : 350 = 42.9 
761.310 = 40.7 
739 : 325 = 43.9 
619: 279 = 45.0 


7 = 384 


851; 353 = 41,4 


§2 = 7,1 207; 280 = 21'3\ 

71 = 83 ., 1297; 280 = 21,5 

32 = 60/ © 1119: 268 = 23,9/°4*) 

67 = 81 752 : 208 = 27,6 

V. Hoden entfernt, Kérpergewicht 2650 g. 

: j rechts 5,5 g. 

Hodengewicht | \links 4,5 g. 

72 = 55 1934 : 354 = 18,3 

48 = 6,1 964 ; 224 = 23,2 

78 = 60, 63 918; 213 = 232,226 754:349 = 46,2415 

58 = 7,2 | 884; 222 = 25,1 666 ; 261 = 39,1 

56 = 7,1 | 827: 194 = 23.6 668 ; 312 = 41,7 


Norm. Serum + Reismehl 


43,1 
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Tabelle IV. 
Das relative histologische Blutbild der weiBen Blutzellen in dem Exsudat, 
vor und nach der Operation. 


Kaninchen 1, Kérpergewicht 2850 g, weiblich, schwarz. 











Datum 


Neutr. poly- 
morphkern. 
Leucocyten 


Makro- 
phagen 


Mit Schilddriise. 


| Fy, 1119 231 82.8 17,2 | 
Vor der Operation 5. V. 1202 199 85.7 14.3 } 82.5:17.4 
| 15.V. 697 182 — 791 : 209 
19. V. Schilddriise entfernt. 
26. V. 657 1200 — 845 : 155 
. , 31. V. 452 101 817 18,3 |... 
Nach der Operation 5.VL 564 195 74'3 25.7 77,7 : 22,2 
10. VI. 565 236 — 705 : 295 
Tabelle V. 


Das relative histologische Blutbild der weiBen Blutzellen in dem Exsudat, 
vor und nach der Operation. 


Kaninchen 3, Koérpergewicht 2570 g, weiblich, schwarz. 





Neutr. poly- 


Makro- 
D, hkern. 
atum Lontoasten hagen 
Mit Ovarium. 
{ 3. V. 1141 219 83,8 16,2 
Vor der Operation 8. V. 1714 277 86,0 14.0 | 82,7: 173 
| 15.V. 942 258 — 785 : 215| 
28. V. Ovarium entfernt. 
7. VI. 1020 277 — 786 21,4 
12. VI. 905 210 = 81,1 18,9 | 
Nach der Operation 18. VI. 597 162 — 78,6 21,4 ; 80,1:198 
| “VI 709 : 237 — 749 : 25) | 
30. VI. 998 140 — 876 : 124 
Tabelle VI. 


Das relative histologische Blutbild der weiBen Blutzellen in dem Exsudat, 
vor und nach der Operation. 


Kaninchen 4, Kérpergewicht 2920 g, minnlich, grau. 





I Neutr. poly-| Makro« 


Datum morphkern. 


ucocyten phagen 
Mit Hoden. 
5. V. 650 161 = 80,1 ost | 
. | 10, V, 572 191 — 749 25,1 ‘ 
Vor der Operation ; | 17.V. 987 295 — 814 age f "NOs 
|| 26. V. 1286 289 — 81,6 18,4 
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Tabelle VI. (Fortsetzung.) 





Neutr. polys| 
Datum _morphkern. na 
Leucocyten L paagee 


30. V. Hoden entfernt. 





9. VI 631 : 231 73,2 
17. VI. 73: 284 704: 206 | 
Nachder Operation; 23.VI. » 1324 : 184 87,7: 123 74,4: 25,6 
| 28. VL. 578; 240 — 706 ; 204 20.4 | 
3. VIL. 516; 216 704 


Tabelle V11. 

Prozentzahl der Makrophagen, welche polynucleare Leucocyten aufgenommen 
haben, im Verhiltnis zu allen untersuchten Makrophagen, in dem Exsudat, 
vor und nach der Operation. 

Kaninchen 1, Kérpergewicht 2850 g, weiblich, schwarz. 





gs: $2038) 523,38 
sa, (Seac2| Sasacz 
355 =8=S'c Ss%5Sc 
Deum SEP (3.352) Fake 
sit 4 So26 Fi Ree z 
x e Ss 30 
Pye? Ct amet cd 
Mit Schilddriise. 
jo} V. 231 : 33 14.2 
Vor der Operation 2, es 199 : 2% = 13,0} 140 
| 15. Vv. 182 : 2 = M8 
19. V. Schilddriise entfernt. 
| 26. V. 120 : 10 a5) 
; . tl SL. mt: C7 69| .. 
Nach der Operation l 5. VL 195. 16 go, 7 3 
10.VI. 236 : 4 59 


Tabelle VIII. 

Prozentzahl der Makrophagen, welche polynucleire Leucocyten aufgenommen 
haben, im Verhiiltnis zu allen untersuchten Makrophagen in dem Exsudat, 
vor und nach der Operation. 

Kaninchen 3, Kérpergewicht 2570 g, weiblich, schwarz. 








=: 2 -c e: a. 
$i £32320 $55273 
Chow —=esos8 
S5§ =seke Besse 
Datum vos 3 .3n8 ae BS 
git i5ie s8E5ee 
SS° $223: 27532 
<2 <a SS $& ‘ 
Mit Ovarium. 
3. V. 216 =: 14 18,2 | 
Vor der Operation 8.V. 277 : @& 15,1} 14.8 
| 15.V. | 98 : 11.2] 
28. V. Ovarium entfernt. 
7.VI a7: a 11,1 
12. VI. 210 =: w@ -« 8.5 | 
Nach der Operation 18. VIL. 42 : 17 = 104; 96 
| %.VI.| 237 : 15 6 3| 
30. VI 140. =: mB = WI 
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Tabelle 1X. 


Prozentzahl der Makrophagen, welche polynucleare Leucocyten autgenommen 
haben, im Verhiltnis zu allen untersuchten Makrophagen in dem Exsudat. 
vor und nach der Operation. 


Kaninchen 4, Kérpergewicht 2920 g, mannlich, grau. 





$2 ESe52 | 6§ 22452 
3. S33 ssetcs 
= ZsGSe @=FS8e 
Datum Res BSe2he BS. -22 
=ec =-cec 2 cf&c ee, 
SE* $2255 2228238 
23 -g8*85 «= EEEARSE 
Mit Hoden. 
5. V. i6l : 21 13,0 
: 10. V. 91 : 2 | 
Vor der Operation) | 7° v 295 . 33 14'6 13,2 
24.V. 289 34 114 
30. V. Hoden entfernt. 
9. VI. 231 : 2 10,8 
| 17. VI. 284 : 35 123 | 
Nach der Operation, 23. VI. 184; 15 8,1, 11,2 
| 28.VI. | 240 : 28 11,6 | 
3. VII. 216 : 29 13.4 ‘ 


Tabelle X. 
Phagocytaéres Vermégen (NaCl + 0,1 cem n Serum + Reismehl, 
NaCl + Kohle, n Serum + Reismehl) vor und nach der Operation. 


Kaninchen 6, Kérpergewicht 2630 g, mannlich, grau. 








| Reismehl 2 . : 
+ 0,9 Proz. NaCl + lecm NaCl + Kohle Norm. Serum + Reismeh! 
Datum norm. Serum 
eter re- 3. 3e ‘ e |b ¢ 
Mit Milz + Hoden. 
» £19, VL 713; 101 14,1 711: 178 — 25,1 736 : 317 — 43,0 } 
3 25, VI. 799: 91—113 144 682 : 178 — 26,0 26.0 810 : 332 — 409 24 : 
53 1 VIL 567: 101 — 17,6 || 704: 182 — 25. 8 663 : 281 423 ? 
>&| 5 vil. 721:106—148) || 922: 204 — 27.2 771 - 333 — 4311 4 


11. VII. Milz + Hoden entfernt, Kérpergewicht 2380 g, Milzgewicht 1.4 g, 
{ rechts 5,0 g. 





Hodengewicht llinke 5.5¢. 
. 16. VIL. 1478: 37— 25 1175: 240 — 20,4 905 : 264 — 29.1 
$3 21. VU. (1061 : 48— 45 1O1L: 150 — 148 883 : 259 29.3 
4 £ 26. VIL. | 814: 39— 4.7, 34) 826: 194 — 234/202 750: 309 — 41,2/35.7 
Z S31. vil 711: 17= 23 784 ; 166 — 21,1 357 ; 141 — 39,4 
5. VIIL| 410: 14— 34 772 : 168 — 21,7 73 : 217 — 39.6 


5. VIII. Kérpergewicht 2020 g 
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Tabelle XJ. 


Phagocytares Vermégen (NaCl + 0,1 com n Serum Reismehl. 
NaCl + Kohle, n Serum + Reismeh!) vor und nach der Operation. 


Kaninchen 8, Kérpergewicht 2800 g, weiblich, grau. 





Keismehl 


+ 0.9 Proz. NaCl + lcecm NaCl + Koble Norm. Serum ~ Reismeh! 
Datum norm. Serum 
a b c aad z b c 4 b c 


Mit Schilddriise + Ovarium. 


.£/20.VL 1213: 197 — 162 992 : 319 — 32,1 549 ; 229 — 41,7 
3% 26. VI. 812: 110 13:51 142 654 : 195 298\,, 3 949 ; 503 — 53,0 48.7 
52 2.VIT. 750: 89 = 11,8( " 1569: 519— 33,1 (°° 755: 397 = rat " 
“| 7. VIL. || 822: 127 — 15,4 1408 ; 424 — 30,1 732 : 349 — 47.6 


11. VIL. Schilddriise + Ovarium entfernt, Kérpergewicht 2520 g, 


Schilddriisengewicht 320 g, Ovariumgewicht +g aa 4 


— 18. VII. 655: 5l V7 947 - 209 22.0 825 : 284 34.4 
$223 vir. 792: 40— 50| 1541 :284—184| | 1165. 428 36,7| 
S228. VII 590: 40— 6,7, 651127: 187— 165,192 942: 343 — 36.41374 
: 32 2.VUll. 731: 48 6.5| 992 : 178 — 17.8 705 : 272 — 38,5 
‘OT VITT 818: 56. 68) 786: 166 — 211 720: 206 — 41.1 


7. VILL Kérpergewicht 2150 g. 


Tabelle X11. 


Phagocytires Vermégen (NaCl + 0,1 cem n Serum + Reismehl, 
NaCl + Kohle, n Serum + Reismehl) vor und nach der Operation. 


Kaninchen 11, Kérpergewicht 2550 g, miannlich, sehwarz. 





Reismehl 
+ 0,9 Proz. NaCl + lcem NaCl + Kohle || Norm. Serum + Keismeh! 
Datum norm. Serum 
a b : c a b - i @ b c 
i Mit Milz. 
7 . £21. VI 821: 109 — 13,6 822 : 205 — 24.9 648 : 330 — 50.9 
I 3327. VI. 713:101 = 14,1 l)y 9 651: 172 = Aly,» 610: 265 — 43,4, 
! 8 4.VIL 777: 84— 108( “1271 : 320 — 25,1 ) 823: 352 — 42,7(°"" 
: 75.8. VII. 816: 91 11,1 763 : 184 — 24,1 613 : 254 — 41,5 
H 14. VII. Milz entfernt, Kérpergewicht 2210g, Milzgewicht 1,37 g. 
_/22. VIT. 1130; 95 = 84) 1301 ; 223 = 17,1 713; 284 39,8 
s 3/29. VII. 792: 64 80| 953 : 214 — 224 1064 : 350 — 328 
2f 4.VITI. 839: 70 8.4, 8,3 1030; 210 — 203,203 891 :362 — 406,384 
32 8. VIII. 668: 66— 98| " 1038: 213 20,5| 752-314 41,7| 
“12. VITT. 713: 51 7,1 780 : 168 — 21,5 656 ; 244 — 37,1 


12. VIII. Kérpergewicht 1820 g. 


x* 
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Tabelle X111. 
Das relative histologische Blutbild der weiBen Blutzellen in dem Exsudat, 
vor und nach der Operation. 
Kaninchen 6, Kérpergewicht 2630 g, miannlich, grau. 





Neutr. poly. 
Datum morpbkern Makro- 


Leucocyten phagen 
Mit Milz + Hoden. 
19. VI. 1449 : 238 864 : 136 
; ; a 25. VI. 1946 ; 310 86,2 : 138 ; 
Vor der Operation LVI. 1022. «189 843 : 157 85,5: 14,4 
5. VII. 970 : 168 85.2 : 148 
11. VII. Milz + Hoden entfernt. 
16, VII. 782 : 206 791 : 209 
. , 21. VIL. 75 : $24 Tae : Be tesns asx 
Nach der Operation 26. VIL 554 : 174 760 : 240 75,5 : 24,5 
31. VIL. 594 : 178 76.9 : 23,1 


Tabelle X1V. 
Das relative histologische Blutbild der weiBen Blutzellen in dem Exsudat, 
vor und nach der Operation. 


Kaninchen 8, Kérpergewicht 2800 g, weiblich, grau. 





Neutr. poly: 
Datum — morphkern. ao 
Leucocyten “8 


Mit Schilddriise + Ovarium. 


20. VI. 881 : 208 — 809 19,1 
Vor der Operation 36. aah aa woe yr ys , ve 83.9 : 16,1 
| 7. VIL. 635 : IT — 8&4 : 156 
11. VII. Schilddriise + Ovarium entfernt. 
18, VIT. 670 : 138 829 : 17,1 l 
: . 27. VIL. 595 ~:~ 61 78.7 : 213 ¢ 
Nach der Operation 28 VIL 483 . 104 22 : 178 | 80,0 : 20,0 
2.VIIL| 646 : 200 — 763 : 23,7 


Tabelle XV 
Das relative histologische Blutbild der weiBen Blutzellen in dem Exsudat, 
vor und nach der Operation. 
Kaninchen 11, Kérpergewicht 2550 g, minnlich, schwarz. 





Neutr. poly Mak 
Datum morphkern. ~)**TO* 
= phagen 


Mit Milz. 


| 21. VI. 490 : 125 79,6 : 204 

27. V1. 751 : 218 775 : 225 ' 

Vor der mee 4VUl 765 : 92 — 873: 127 | 79,2 : 20,8 
8. VII 636 : 243 72,4 : 27,6 
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Tabelle XV. (Fortsetzung.) 





Neutr. poly 
Datum morphkerm. — 
Leucocyten Be 


14. VIL. Milz entfernt 


22. VII. 765 : 165 22 : 178 
29. VIL 614 : 295 — 675 : 325 | 
Nach der Operation 4. VIII. 656 : 270 708 : 29.2 , 674:325 
8. VIIL| 286 : 203 — 584 : 416 | 
12. VIII. 466 : 332 58.3 : 417 


Tabelle X VI. 

Prozentzahl der Makrophagen, welche polynucleare Leucocyten aufgenommen 
haben, im Verhiltnis zu allen untersuchten Makrophagen in dem Exsudat, 
vor und nach der Operation. 

Kaninchen 6, Kérpergewicht 2630 g, miannlich, grau. 





eg: Se «=F =» - 
$20 $2232! $2238 
See evtcs Baevica 
255 =sese BsSss8e 
Dawn BEF 32252) 32 22e! 
$e* 23522, 828258 
<3 6 24°38) ESE°SE 
Mit Milz + Hoden. 
19. VI. 321 : 37 aa) 
25. VL. 238 : 33 13,8 
Vor der weer 1 VIL 310. (47 15,1" 13,0 
5.VII.| 189 : 2 12,2 
1]. VII. Milz + Hoden entfernt. 
16. VII. || 206 =: 16 77 
21. VIL. 3244: | OO Gli. 
Nach der Operation 6 VIL os ae os Ol | 7,1 
31. VI. 178: 10 55 


Tabelle XV 11. 

Prozentzahl der Makrophagen, welche polynucleadre Leucocyten aufgenommen 
haben, im Verhaltnis zu allen untersuchten Makrophagen in dem Exsudat, 
vor und nach der Operation. 

Kaninchen 8, Kérpergewicht 2800 g, weiblich, grau. 





Ee 53 vei $24292 
S3g 23352 Gest 
Datum See Zeece eete 
$3 BES53 5 > 
sa° 23232 22823: 
42 22a°S§ Sass 
Mit Schilddriise + Ovarium. 
| 20. VI. 28 6: (6 14,5 
| . , 7 © °° 
Vor der Operation 26. ut a : 7 2 : ny 13,9 
| 7. Vit. 218 : 35 16.0! 
11. VII. Schilddriise + Ovarium entfernt. 
18. VII, 138: 6 5 l 
Nachder Operation || 33: VM. 286 18 oot 44 
2.VIIl. 228 : 5& 24 
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Tabelle X VIII. 


Prozentzah! der Makrophayen, welche polynucleare Leucocyten aufgenommen 
haben, im Verhaltnis zu allen untersuchten Makrophagen in dem Exsudat, 
vor und nach der Operation. 


Kaninchen 11, Kérpergewicht 2550 g, miinnlich, schwarz. 





223 e2 cf fse oS 
S=m BFsS§ ser ses 
Datum ee 22 3 :2 >. 
284 3gSS— essere 
$= w= 5 Neue SE 
53 EZRGe SESZRZE 
“3 <a yy ofc 2y 
Mit Milz. 
= ; :; 27. VIL. 218 : 3 15,1 |... 
Vor der Operation l 4VIL 1722. 30 17.6 | 15.3 
8. VIL. 243=«C«;: 39 15.9 
14. VII. Milz entfernt. 
22. VII. 168 : 19 11.3 
29. VII. 205 : 27 9,1 | 
Nach der Operation 4. VIII. 270 : Bf 85 , 11,2 
8.VIIL 203 : 26 12.7 | 
12. VIII. 332 : 48 14,4 


Die zweite Reihe meiner Versuche war einer Methodik gewidmet, 
mit deren Hilfe ich einerseits noch mehr als bisher den EinfluB der 
Individualitat sowie getrennt den EinfluB etwaiger Abanderungen des 
Serums und der Leucocyten fir sich einer Priifung unterziehen konnte. 
Dementsprechend wurde ein Versuchsplan ausgearbeitet, der am besten 
an einem Beispiel klargemacht wird. Es mégen zur Untersuchung 
zwei Kaninchen, mit | und mit 2 bezeichnet, dienen. Dann werden 
dieselben unter folgender Gruppenanordnung benutzt. 


a) Kaninchen-1l-Serum Kaninchen-2-Leucocyten. 
b) Kaninchen-2-Serum — Kaninchen-1-Leucocyten. 
c) Kaninchen-1-Serum Kaninchen- l-Leucocyten. 
d) Kaninchen-2-Serum Kaninchen-2-Leucocyten. 


Zuerst wurden die benutzten Tiere in dieser Weise im normalen Zu- 
stand untersucht, sodann nach der Operation, d. h. eins von beiden Tieren 
wurde operiert. Die vier soeben genannten Versuchsgruppen geben nun 
in folgender Weise einen AufschluB iiber die beteiligten Faktoren. Nehmen 
wir z. B. die in Tabelle XIX protokollierten Versuche. Erst wird das 
phagocytire Vermégen im Normalzustand festgestellt unter Beriick- 
sichtigung jedes Serums und der Leucocyten der beiden Tiere. Sodann wird 
Kaninchen 2 seiner Schilddriise und seiner Hoden beraubt. Versuchs- 
gruppe a) liefert den Frfolg von Zusammenbringen von Phagocyten des 
schilddriisen- und hodenlosen Tieres mit dem Serum des Normaltieres, 
b) gibt den Erfolg auf das phagocytiire Vermégen des Zusammenbringens 
von Leucocyten des Normaltieres mit Serum des operierten Tieres. Gruppe c) 
dient als andauernder Kontrollversuch, in dem sowohl die Leucocyten wie 
das Serum von dem normalen Tiere stammen. SchlieBlich dient Gruppe d) 
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dazu, die Phagocytose unter den DoppeleinfluB der Abkunft sowohl der 
Leucocyten wie des Serums vom operierten Tiere zu_priifen. 

In dieser ganzen Versuchsreihe habe ich mich ausschlieBlich des 
Reismehls und des Serums bedient. Reismeh! habe ich benutzt, weil 
mich meine vorausgehenden Untersuchungen gelehrt hatten, daB die 
Beobachtungen am Reismehl sicherer sind als diejenigen an der Kohle. 
Serum habe ich genommen, weil man bei Anwendung von Serum die 
jeweilig erreichbaren Maximalwerte erhalt. 

Von jedem Kaninchen wurden 0,6cem Serum aus einem ObhrgefaB 
gewonnen. Sodann wurden vier Stiick 10 ccm fassende Ma®Bzylinder vor- 
bereitet: Zylinder & 0,3 cem Serum von Kaninchen | und 0,03 cem genau 
abgemessener Leucocytensuspension von Kaninchen 2. Stehenlassen der 
Mischung 30 Minuten lang bei Zimmertemperatur, wobei jede 5 Minuten 
die Mischung hin und her bewegt wird; sodann Zusatz von 0,03 cem Reis- 
mehlsuspension. Diese Mischung 15 Minuten lang bei Zimmertemperatur 
stehenlassen und jede 5 Minuten hin und her bewegen; sodann 40 Minuten 
lang verweilen im Wasserbade und die Mischung jede 10 Minuten hin und 
her bewegen. SchlieBlich wird der Zylinder in Wasser von 0° gebracht 
und ihm 0,2cem lIproz. Formalinlésung zugefiigt. Zylinderb enthalt 
0,3cem Serum von Kaninchen 2 + 0,03 cem Leucocytensuspension von 
Kaninchen | + 0,03 cem Reismehlsuspension. Zylindere enthilt 0,3 cem 
Serum von Kaninchen | und 0,03cem  Leucocytensuspension von 
Kaninchen | + 0,03 cem Reismehlsuspension. Zylinder d enthalt 0,3 cem 
Serum von Kaninchen 2 + 0,03 cem Leucocytensuspension von 
Kaninchen 2 + 0,03 cem Reismehlsuspension. 

Die Tabellen, welche tiber die Ergebnisse dieser Versuchsreihe 
berichten (Tabellen XIX bis XX1), habe ich in folgender Weise an- 
geordnet: Reihe 1 enthalt die Anzahl der untersuchten Phagocyten, 
Reihe 2 enthalt die Anzahl der Phagocyten, welche Reismehl auf- 
genommen haben, Reihe 3 gibt Prozentzahlen der Leucocyten, welche 
Reismehl aufgenommen haben, Reihe 4 enthalt die durchschnittliche 
Prozentzah| der betreffenden Versuchsanordnung. 

In allen meinen Versuchen habe ich von dem Moment, wo ich 
aus der Bauchhéhle die Leucocytensuspension herausgenommen habe, 
bis zu dem Moment, wo die gewaschenen Leucocyten in den Zylinder 
gebracht worden sind, genau 1!. Stunden gebraucht. Die Innehaltung 
genau gleicher Zeiten ist fiir vergleichende Versuche erforderlich, weil 
eine zeitliche Abnahme des phagocytaren Vermdégens stattfindet. 

Tabelle XIX gibt in ihrem ersten Teile ein einheitliches Bild des 
normalen phagocytairen Vermégens unter Bedingungen des oben genau 
beschriebenen wechselseitigen Zusammenbringens von Serum und 
Leucocytensuspension vom gleichen oder verschiedenen Kaninchen. 
Die durchschnittlichen Prozentzahlen fiir die Phagocytose unter den 
hier genannten Bedingungen, 57,4, 58,4, 60,4, 59,6 Proz. Die erhaltenen 
Werte geben in mehr als einer Richtung AufschluB. Sie lehren, dab 
unter normalen Bedingungen in vier verschiedenen Reihen dic gleichen 








Tabelle 


XIX. 


Phagocytiares Verméyen 
Alles Reismehl + Serum, d. h. 2 Tropfen Reismeh| 




















Datum Kaninchen-1-Serum + Kaninchen-2-Leuco. Kaninchen-2-Serum + Kaninchen-1-Leuco 
Mit Schilddriise 
| 29. X. 797 - 452 57.9 1012 : 595 578 
Veen ORL 841: 496 — 58,9| | 1013 : 606 — 598 |... 
Operation | 13. XI. 628 : 345 54.9 5°" 614 : 368 59.9 (4° 
17. XI. 630 ; 365 57,9 749-423 — 564 
21. XI. Kaninchen 2 Schild 
Dat Kaninchens]-Serum + Kaninchens2-Leucos Kaninchen+2-Serum + Kaninchensl+Leuco. 
a cyten (d. h. norm. Serum + Op.Leuco.) — cyten (d. h. Op. Serum + norm. Leuco.) 
29, XI. 723 : 346 47.8 673 : 371 55,1 
teen Lil. 651:316 = 48,5 |, 4 729:370 = 507 |, - 
Operation | 3. XII. | 755 : 321 — 425 (*** 776 ; 397 — 51,1 u 
8. XII. 664 : 336 50,6 691 : 368 53,2 
29. XI. a eT Kaninchen 1, mannlich, 2370 gy. Kaninchen 2, mannlich, 2250) » 
I. Kérpergewicht Kaninchen 1 2315 g. Kaninchen 2 2200 g. 
Tabelle XX. Phagocytires Vermigen 
Datum —_ Kaninchens5«Serum + Kaninchen-6-Leuco. Kaninchens6.Serum + Kaninchen-5-Leuco 
Mit Milz + 
|) 14, X. 741: 397 53.5 534 : 296 55.4 
Vor der i 18, X. §22:276 — 528 |. 657 ; 386 = 58,7 |. 57.1 
Operation 23. X. 656 : 388 — 59,1 | , 701: 414 — 590/°' 
27.X. 756 : 418 55,2 818:454 — 555 
28. X. Kaninchen ( 
| Dat Kaninchen-5.Serum + Kaninchens6sLeuco- Kaninchen-6-Serum + Kaninchen+5-Leuc:. 
—— cyten (d. bh. norm. Serum + Op.Leuco.) | cyten (d. h. Op. Serum + norm. Leuco.) 
5. XI. 810: 333 — 41,1 739-386 — 522 
Nach der { 10. X1. 945:418 — 442 43.9 547 : 254 464 50.0 
Operation | 14, XI. 723 : 291 405 (°° 661 7 - 49.7(° °° 
21. XI. 657 ; 328 — 49,9 822 : = 32 
14. - Kacpergewicht Kaninchen 5, weiblich, 2900 g. Kanncen 6 weiblich, 2550 ¢ 
28. X ‘ o 4 “ 2810 g. ® . 4736 
21. XI. . s 5, es 2725 g. a rs _ 2312 g 
Tabelle XXI. Phagocytires Vermigen 
Datum —__ Kaninchen-7-Serum + Kaninchen-8Leuco. Kaninchen-8-Serum + Kaninchens7-Leuco. 
Mit Milz + 
3. XL 651 ; 383 58,8 789 : 432 54,7 
Vor der { ¢. XT. 606 - 318 52,4 55.8 546 : 291 = 53,2 542 
be secur 11. XI. 679 : 382 — 563 (°° 597 : 330 — 55,2 - 
15, XI. 662: 370 — 559 813:438 — 53,9 
18. XI. Kaninchen § 
Dat Kaninchen-7-Serum + Kaninchens8+Leucos||Kaninchen-8-Serum + Kaninchen-7-Leuco: 
a cyten (d. h. norm. Serum + Op. Leuco.) || eyten (d. h. Op. Serum + norm. Leuco.) 
s 7 x : : i — 
| 26. X1. 910: 420 — 46,1 623 306 — 49,1 
Nach der 29. XI. 815; 371 — 45,5 476 677 : 305 — 45.0 48.5 
Operation) 2. XTT. | a : 375 — 49,2 ’ 769 : 357 46.4 
| 6. XII. : 273 — 49,8 611: 328 — 53.6 
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yor und nach der Operation. 


suspension (in 0,9 proz. NaCl) + 0,5cem Serum. 





Kaninchen-1-Serum + Kaninchen-]-Leucocyten 


Kaninchen-2-Serum + Kaninchens2-Leucocyten 


+ Hoden. 
612 ; 389 — 63,5) 705 : 441 02.5) 
pon 325 — Seo | ° 443 : 245 — 55,3 (998 
745 : 435 ; saa) 509 -.312 — ér2/ 


drise + Hoden entfernt. 





Kaninchens!-Serum + Kaninchens!-Leucocyten 
(d. h. norm. Serum + norm. Leucocyten) 


812 : 456 — 56,1 


Kaninchen-2-Serum + Kaninchen-2-Leucocyten 
(d. h. Op. Serum + Op. Leucocyten) 
782 : 425 


54,3 


711 ; 426 — 599 50.5 636; 315 — 49,5 514 
688 : 416 615(°°" 664 ; 345 519 4°” 
753 : 456 — 60,0 775 : 387 49.9 


« XIL Kérpergewicht Kaninchen 1 2255 g. 


caninchen 2 2245 g. 


vor und nach der Operation. 


21. XL Kaninchen 2 Hoden ! rechts a . 


| links Schilddrise 0,3 g. 





Kaninchens5sSerum + Kaninchens5-Leucocyten 


Schilddriise. 


Kaninchen-6-Serum + Kaninchen-6-Leucocyten 


725 : 421 58,0 933 : 57: 614 

615 : 335 = H444|-o¢ 825 : 517 62.3 | - 

> xo so = » 09,6 os. on ome » 08,0 ; 
818 - 520 63.5 | 624 - 358 573 | 

755 : 473 62.6 651 : 365 54.9 


Milz + Schilddriise entfernt. 





Kaninchen-5«Serum + Kaninchen-5sLeucocyten 
(d. h. norm. Serum + norm. Leucocyten) 


Kaninchen-6-Serum + Kaninchen-6-Leucocyten 
(d. h. norm. Serum + Op. Leucovyten) 


571 : 322 - ed 518 ; 241 46.5 

4 . 2 : - 509 . 87 wf 
ete Ee 
823 : 485 58.9 766 - 372 48.6 


28. X. Kaninchen 6 Milz 1.35 g, 


Schilddrise 0,3 g. 


vor und nach der Operation. 





Kaninchen-7-Serum + Kaninchens7-Leucocyten KaninchenssSerum + Kaninchen-S-Leucocyten 


Ovarium. 
684 : 421 — 615 1024 - 587 — 563 
735 : 439 59.7 | 59.6 869 : 506 58,2 | 58.8 
632 : 369 — 583 705 ; 420 — 595 
751 : 442 — 58,9 640 - 393 614 


Milz +- Ovarium entfernt. 


+ 








Kaninchens7sSerum + Kaninchen-7-Leucocyten 
(d. h. norm. Serum + norm. Leucocyten) 


521 : 287 55,0 
653 : 387 — 59,2 58.7 
818 : 494 — 604 "? 
755 : 456 60,3 


18. XL. Kaninchen 8 Milz 1,2 g. 


: { rechts 0,09 g. 
Ovarium | links 0,07 g 


Kaninchen-8-Serum + Kaninchen-8-Leucocyten 
(d.h. Op. Serum + Op. Leucocyten) 


777 - 391 — 503 
815: 452 = 55415). 
733 : 349 — 476;°°"” 
621 . 329 — 52.9 








122 Y. Abe: 


Werte erhalten werden, was jedenfalls dafiir spricht, dab die Methodik 
in konstanter Weise arbeitet. Sodann zeigen sie, dab die individuellen 
Unterschiede zwischen zwei Kaninchen, so lange sie normal sind, nicht 
so groB sein kénnen, daB sie einen merklichen Unterschied im phago- 
cytaren Vermégen bedingen. SchlieBlich zeigt diese Reihe, daB die 
Vervollkommnung der Methodik bei Anwendung von Reismehl und 
Serum sehr hohe Werte fiir das phagocytire Vermégen normaler Tiere 
liefert. Der zweite Teil der Tabelle XIX berichtet tiber die GréBe des 
phagocytiren Vermégens, nachdem bei Kaninchen 2 Schilddriise und 
Hoden entfernt worden waren, wihrend Kaninchen | als normales 
Kontrolltier blieb. 

Es ergibt sich bei Zusammenbringen von Serum des Normaltieres 
und Leucocyten vom operierten Tiere ein phagocytares Vermégen von 
47.3 Proz., also eine Abnahme gegeniiber der Normalreihe unter gleichen 
Bedingungen von 17,6 Proz. Bei Vermengung von Serum des operierten 
Tieres mit Leucocyten des Normaltieres ist der Prozentsatz des phago- 
cytiren Vermégens 52,5 Proz., demnach eine Herabsetzung von nur 
10,1 Proz. Dieses Ergebnis ist insofern auffallend, als es von demjenigen 
Furuyas abweicht, welcher dem Serum eine gréBere Rolle zuschrieb 
als den Leucocyten. Meine beiden Versuchsreihen wiirden eher dafiir 
sprechen, daB der Trager der Leucocyten den Leucocyten Eigenschaften 
aufpragt, die noch bestimmender fiir das phagocytare Vermégen sind 
als das Serum. Bei der Wichtigkeit dieser Frage wird dieselbe noch 
an meinen anderen Versuchen zu priifen sein. Der nachste Abschnitt 
des Versuchs gibt die Gelegenheit, die methodischen Bedingungen auf 
ihre Konstanz zu priifen. Es zeigt sich bei wiederholter Anwendung 
von Serum und Leucocyten vom normalen Kontrolltier ein phago- 
cytares Vermégen von 59.5 Proz., ein: Wert, der sich nur verschwindend 
unterscheidet von dem friiheren Wert 60,4, einer friiheren Periode 
unter genau den gleichen Bedingungen. SchlieBlich wird bei dem 
Zusammenbringen von Serum und Leucocyten des operierten Tieres 
ein phagocytares Vermégen von 51,4 Proz. gefunden, demnach ein 
Unterschied von 13,9 Proz. Dieser Unterschied ist etwas kleiner als 
bei Verwendung von Serum vom Normaltier und Leucocyten vom 
operierten Tiere. Dieses Versuchsergebnis gestattet gleichfalls nicht, 
dem Serum des operierten Tieres einen irgendwie iiberwiegenden Einflub 
zuzuschreiben. 

Tabelle XX zeigt in den ersten vier Reihen bei den vier ver- 
schiedenen Anordnungen unter normalen Bedingungen fast die gleichen 
Werte des prozentischen phagocytiren Vermégens untereinander und 
wie in der friiheren Reihe, namlich 55,1, 57,1, 59,6, 58,9 Proz. Ich 
mache darauf aufmerksam, daB es sich um zwei andere Tiere als in 
der friiheren Versuchsreihe handelt. Wiederum zeigt sich, um das 
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gleich hier anzuschlieBen, dab, als in einer spateren Periode vom normalen 
Tiere Serum und Leucocyten genommen wurden, praktisch der gleiche 
Wert resultierte wie vorher, namlich 58,1 gegeniiber 59,6 Proz. Nach 
Vollendung der Normalreihen wurden bei Kaninchen 6 die Milz und 
die Schilddriise entfernt. Die Herabsetzung des phagocytaren Ver- 
mégens bei Zusammenbringen der Leucocyten vom operierten Tiere 
mit Normalserum betrug 20 Proz., wahrend bei Zusammenbringen 
von normalen Leucocyten mit dem Serum des operierten Tieres die 
Herabsetzung 12,4 Proz. betrug und schlieBlich die Herabsetzung, 
wenn Serum und Leucocyten vom operierten Tiere stammten, den 
Wert von 17,9 Proz. erreichte. Das Wesentlichste an diesen Tatsachen 
ist folgendes: Die Herabsetzung des phagocytaren Vermégens wird 
noch gréBer, wenn sowohl die Milz wie die Schilddriise entfernt 
sind. Sodann zeigt sich der tiberwiegende EinfluB der Herkunft 
der Leucocyten. SchlieBlich gelangt wiederum das auffallende Er- 
gebnis zur Beobachtung. dab, wenn Leucocyten und Serum vom 
gleichen Tiere stammen, die Herabsetzung der Phagocytose etwas 
kleiner ist, als wenn nur die Leucocyten vom operierten Tiere 
stammen. 

Hier liegt vielleicht ein verwickelter Sachverhalt vor, zu dessen 
Erklarung ich folgende Hypothese vorbringen méchte. Ich nehme an, 
wie Furuya, da®B einerseits das Serum eines seiner Schilddriise oder 
seiner Milz beraubten Tieres unterwertig in bezug auf sein phago- 
cytires Vermégen sei. Dab aber andererseits die Leucocyten dem 
Eigenserum angepabter sind als dem fremden Serum. Als die Resultate 
der beiden genannten Komponenten, deren GréBe im einzelnen ab- 
geschitzt werden kann, ergibt sich der anscheinend etwas paradoxe 
Sachverhalt. 

Die letzte Versuchsreihe in Tabelle XXI zeigt wiederum bei den 
vier verschiedenen Anordnungen im normalen Zustand an zwei neuen 
Versuchstieren dieselben GréBenwerte fiir das phagocytare Vermégen 
untereinander wie bei den friiheren Versuchsreihen. Sodann wurde 
bei Kaninchen 8 die Milz und das Ovarium entfernt. Bei Zusammen- 
bringen von Leucocyten vom operierten Tiere und Normalserum ver- 
minderte sich das phagocytire Vermégen um 15 Proz., wabrend bei 
Zusammenbringen von Serum vom operierten Tiere mit Leucocyten 
vom Normaltier die Verminderung zwar ausgesprochen war, aber 
geringer als in der voraufgehenden Reihe, denn der prozentische Unter- 
schied betrug nur 10,5 Proz. Das Zusammenbringen von Leucocyten 
und Serum vom operierten Tiere lie8 wie friiher einen Wert beobachten, 
der zwischen den beiden anderen lag, namlich eine Verminderung von 
12 Proz. Der auch in dieser Versuchsreihe angestellte Kontrollversuch 
ergab in zwei zeitlich verschiedenen Perioden bei Zusammenbringen 
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von Leucocyten und Serum vom gleichen Normaltier 7 in schénster 
Ubereinstimmung 58,7 und 59,6 Proz. 

Die vorstehende Untersuchung hat in Bestatigung und wesentlicher 
trweiterung der friiheren Mitteilungen aus dem Berner physiologischen 
Institut gezeigt, daB die Untersuchung des phagocytiren Vermégens 
von Exsudatleucocyten eine schaitzenswerte Quelle der Einsicht in ein 
neues Funktionsgebiet der Driisen mit innerer Sekretion darstellt. 
Durch Anwendung einer verbesserten Methodik konnte die Erkenntnis 
gesichert werden, da Schilddriise, Ovarium und Milz einen sehr groBen 
EinfluB auf das phagocytire Vermégen ausiiben. Hoden scheinen 
keinen sehr groBen Einflu® zu besitzen. Erst wenn die Entfernung des 
Hodens mit derjenigen der Milz kombiniert wird, scheint sich der 
EinfluB8 der minnlichen Geschlechtsdriise geltend zu machen. Die 
durch die beiden Methoden der Auswertung des phagocytaren Ver- 
mégens, nimlich der Anwendung von Kohle und von Reismehl, er- 
haltenen Ergebnisse konnten dadurch gestiitzt werden, daB sie die 
gleichen Verhiltnisse ergaben, wenn das phagocytare Vermégen durch 
die Phagocytose der polymorphkernigen Leucocyten von den Makro- 
phagen des gleichen Exsudats gepriift wurde. 

Bei normalen Tieren ergab sich ein verhaltnismaBig sehr kleiner, 
ja sogar verschwindender EinfluB der Individualitat der Versuchstiere 
der gleichen Art auf die Phagocytose. Hierdurch wird die Méglichkeit 
einer Fehlerquelle, herrithrend von der Individualitat, ausgeschlossen. 

Als ein besonders wichtiges Ergebnis meiner Arbeit betrachte ich 
die neu gefundene Tatsache, die in einem gewissen Gegensatz zu den 
Befunden von Furuya steht, daB den Leucocyten als solchen nach 
Entfernung von Driisen mit innerer Sekretion Unterwertigkeiten an- 
haften, welche ihr phagocytares Vermégen herabsetzen. Ja, auf Grund 
meiner Beobachtungen komme ich zu dem SchluB, daB dieses zellulare 
Moment der Konstitution noch schwerer wiegt als die Abianderung 
des Serums. Neue Ausblicke eréffnen sich angesichts dieser Fest- 
stellung, deren weitere Priifung wir uns angelegen sein lassen werden. 

ZusammengefaBt, sind die wichtigsten Ergebnisse der Arbeit die 
nachfolgenden : 

1. Die Methode der Priifung des phagocytiren Vermégens von 
Exsudatleucocyten wurde durch geeignete Anwendungsweise von 
Reismehl fiir die Zwecke der Untersuchung der Beziehungen der Phago- 
cytose und der Driisen mit innerer Sekretion vervollkommnet. 

2. Die Ergebnisse der beiden in-vitro-Methoden wurden durch 
quantitative Ermittlung der Phagocytose und polymorphkernigen 
Exsudatleucocyten durch die kérpereigenen Makrophagen innerhalb 
der Bauchhoéhle erweitert und yestiitzt. 
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3. Die Entfernung der Schilddriise, der Milz, des Ovariums und 
des Hodens setzt das phagocytire Vermégen herab, am starksten wirkt 
in dieser Beziehung die Schilddriise, am schwiachsten der Hoden. 

4. Die gleichzeitige Entfernung von Schilddriise und Ovarium 
und von Schilddriise und Milz erhéht die beobachtete Herabsetzung 
gegeniiber der Einzeloperation nicht in einem sehr erheblichen Umfang. 

5. Wird neben der Milz der Hoden noch entfernt, so zeigt sich die 
Einwirkung des Hodens deutlicher als bei der bloBben Hodenexstirpation. 

6. Durch eine geeignete Versuchsanordnung — kreuzweise Be- 
nutzung von Serum und Leucocyten zweier Versuchstiere — wurde 
der etwaige EinfluB der Individualitat auf die Resultate gepriift und 
als sehr gering befunden. 

7. Bei dieser neuen Methode ergab sich mit groBer Deutlichkeit, 
daB die Konstitution der Leucocyten an sich durch Entfernung von 
Driisen mit innerer Sekretion unterwertig wird, so da®B ihr phago- 
evtires Vermégen sinkt. 

8. Es wird der Versuch gemacht, die Beobachtung zu erklaren, 
daB die Serumeigenschaften einen geringeren EinfluB auszuiiben 
scheinen als die Eigenschaften der Leucocyten selbst. 








Untersuchungen iiber die Beziehungen 
zwischen Gallenabsonderung und Eierstécken. 


Von 


Yuzuru Tominaga. 
(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Bern.) 
( Eingegangen am 26. Januar 1925.) 
Mit 18 Abbildungen im Text. 


Es liegen mannigfache klinische Erfahrungstatsachen vor, welche 
dafiir sprechen, da eine etwas nahere Beziehung zwischen den Ovarien 
und der Leberfunktion, insbesondere der Gallenfunktion besteht. Es 
scheint 6fters beobachtet zu werden, dab Frauen, die Symptome von 
Gallenleiden zeigen, eine Steigerung des Leidens wahrnehmen lassen, 
wenn die Periode eintritt, oder wenn gar krankhafte Affektionen der 
Genitalorgane eintreten. Dieses waren die Anregungen, welche mich 
veranlaBten, auf Vorschlag von Prof. Asher die Beziehungen zwischen 
Gallenabsonderung und Ovarien unter physiologischen Bedingungen 
am Hunde zu untersuchen. 

Der Plan der Arbeit bestand darin, an normalen Hunden eine 
Dauerfistel anzulegen und die Hunde mit Dauerfistel verschiedenen 
physiologischen Eingriffen zu unterziehen, und deren EinfluB auf die 
Gallenabsonderung festzustellen. Nachdem hinreichende Erfahrungen 
gewonnen worden waren, sollten die Ovarien entfernt und nach Ent- 
fernung der Ovarien die vorherigen Eingriffe wiederholt werden. Diese 
Methoden scheinen als einleitende die geeignetsten zu sein, um fest- 
zustellen, ob das Vorhandensein oder Fehlen der Ovarien einen be- 
stimmenden EinfluB auf den Gang der Gallenabsonderung besitze. 
Zu den Versuchen dienten zwei passende weibliche Hunde. An diesen 
beiden Tieren wurde unter aseptischen MaBnahmen eine Gallenfistel 
in der nachfolgenden Weise angelegt. Es wurde ein bogenférmiger 
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Schnitt am rechten Rippenrand ausgefiihrt und die geschlossene Gallen- 
blase durch eine Kornzange leicht herausgezogen und festgehalten. 
Der Ductus choledochus wurde in der Nahe dieses Eingriffs in das 
Duodenum in der Nahe seines Eintritts freigelegt, doppelt abgebunden 
und etwa ein lem langes Stiick zwischen den Abbindungen reseziert. 
um eine Verheilung des durchschnittenen Ganges nach Méglichkeit 
auszuschlieBen. Sodann wurde durch eine umlaufende Naht die Gallen- 
blase einen Daumen breit unterhalb der Kuppe ringsherum fest mit 
dem Peritoneum vernaht. Hierauf wurde die Peritonealéffnung im 
iibrigen sorgfaltig verschlossen. Die NSpitze der Gallenblase wurde 
eréffnet und der eréffnete Rand sowohl mit seiner Peritoneal- 
flache als auch mit seinem umgeschlagenen Rande an die Haut 
verniaht. Im iibrigen wurde die Wunde in bekannter Weise 
nach chirurgischen Grundsatzen  versorgt. Der Wundverlauf 
war ein guter. Um der Verengerung des Kanals, welcher die 
Gallenblasenfistel umgab, entgegenzuwirken, wurde auch an solchen 
Tagen, wo ein Auffangen von Galle nicht stattfand, die Fistel 
katheterisiert. 

Bei der iiber 4 Wochen sich erstreckenden Beobachtung an den 
beiden Hunden machte ich Erfahrungen, wie sie auch sonst zahl- 
reich von denen gemacht worden sind, die Dauerfisteln an Hunden 
anlegten. Ohne ersichtlichen Grund treten merkwiirdige Schwan- 
kungen, Unregelmabigkeiten und Stockungen der Gallenabsonde- 
rung ein, Stockungen, die nachweislich nicht mit mechanischen 
Hindernissen in den Gallenwegen, soweit sie die Fistel betreffen, 
zusammenhingen. Wohl die bemerkenswerteste Beobachtung dieser 
Art, die ich gemacht habe, méchte ich gleich im Anfang meiner 
Arbeit mitteilen. Sie ist deshalb so beachtenswert, weil sie im 
allerengsten Zusammenhang steht mit dem Thema, welches ich be- 
arbeitet habe. 

Einige Zeit nach der Operation des einen Tieres, wo der Zustand 
des Tieres im iibrigen ein ausgezeichneter war und die Gallenabsonderung 
sehr gut vonstatten ging, begann plétzlich die Gallenabsonderung 
ohne jeden mechanischen Grund sehr schlecht zu werden. Bei naherer 
Untersuchung des Tieres fand sich, daB das Tier gravide war. Es warf 
bald darauf sechs gesunde Junge ohne jede Stoérung seiner Gesundheit 
und war in der Lage, die Jungen zu siitugen. Wahrend der ganzen Zeit 
war die Gallenabsonderung auBerordentlich schlecht, und sie blich es, 
bis die Jungen abgenommen wurden. Von da an wurde die Gallen- 
absonderung wieder gut. Es darf wohl aus dieser Beobachtung der 
SchluB gezogen werden, daf hier ein experimenteller Beweis dafiir 
vorliegt, daB der Zustand der Graviditat und seine Folgen von einer 
Verschlechterung der Gallenabsonderung begleitet sind. Ob diese 
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Verschlechterung der Gallenabsonderung mit mechanischen Momenten 
oder anderen zusammenhingt, laBt sich aus den Bedingungen meines 
Versuchs nicht erkennen. Es scheint mir aber kein zwingender Grund 
dafiir vorzuliegen, daB die Stockung der Gallenabsonderung auf mecha- 
nischen Momenten beruhen miiBte. 

Zur Illustrierung des eben Gesagten will ich einige Versuchs- 
protokolle aus der eben besprochenen Zeit bringen. 


Man sieht aus den Protokollen am Ende der Arbeit, dab 
am 3., 4., 5. und 7. Dezember eine ganz leidliche Gallenabson- 
derung bei Fiitterung mit Fleisch und Pepton eintritt. Am 
10. Dezember stellte ich die Graviditat fest. Am 12. Dezember 
fand die Geburt statt. Typisch fiir die erste Zeit der Geburt 
ist der Versuch vom 21. Dezember, trotz Zufuhr von 300g Fleisch 
nur eine auBerordentlich geringfiigige Gallenabsonderung. Die Gering- 
fiigigkeit der Gallenabsonderung bleibt bis zum 23. Januar, wo das 
Tier aufhért, seine Jungen zu stillen. Nach dieser Zeit hebt sich 
die Gallenabsonderung wieder und es gibt Tage, an denen die 
Gallenabsonderung eine sehr erhebliche sein kann, so z. B. im Ver- 
such vom 5. Marz. 

Allerdings blieb bei diesem Tiere im groBen ganzen die Gallen- 
absonderung geringfiigig. Um der mangelnden Gallenabsonderung zu 
begegnen, die ja so haufig eintritt, ohne daB andere Ursachen dafiir 
angegeben werden kénnen, als das Aufhéren der Gallenabsonderung 
in den Darm hinein, habe ich diesem Tiere Galle per os gegeben, diese 
Zufuhr habe ich so geregelt, daB Stunde fiir Stunde die Verhiltnisse 
in dieser Beziehung konstant bleiben. 


Meine Hauptversuche an diesem Tiere bestanden darin, daB ich 
drei Versuchsreihen anstellte. Eine Versuchsreihe in der das Tier 
Fleisch bekam, und zwar 200g. Eine andere Versuchsreihe, in 
welcher das Tier 300g Fettmilch, als Typus der Fetternahrung, 
und eine Versuchsreihe, in welcher das Tier 300g Brot erhielt. 
Die Ergebnisse dieser dritten Versuchsreihe gebe ich in Protokollen 
und Kurven. 

Wechselnd, wie das Verhalten des Tieres wahrend der ganzen 
Zeit vorher gewesen war, war es auch in dieser Hauptversuchsperiode, 
aber im grofen ganzen kommt doch die Tatsache zum Ausdruck, dab 
die Zufuhr der drei Nahrungsmittel die Gallenabsonderung erheblich 
steigert. Merkwiirdigerweise und nicht entsprechend der bisherigen 
Erfahrung hatte die Fleischernahrung im groBen ganzen eine geringere 
Steigerung der Gallenabsonderung als die Zufuhr von Fettmilch 
und die Zufuhr von Brot. Nichtsdestoweniger méchte ich nicht 
behaupten, daB die Unterschiede sehr charakteristische waren. Im 
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groBen ganzen ist das Verhalten der Gallenabsonderung bei diesem 
Versuchstier bei den drei verschiedenen Nahrungsmitteln annahernd 
das gleiche. 

AuBer der Gallenabsonderung habe ich noch die Gesamtmenge 
des ausgeschiedenen Stickstoffs in der Galle bestimmt. Die gesamte 
ausgeschiedene Menge des Stickstoffs lauft im allgemeinen der Gesamt- 
menge parallel. Nachdem ich hinreichende Erfahrung iiber die Gallen- 
absonderung im normalen Zustande gewonnen habe, schritt ich zur 
doppelseitigen Ovariotomie. Dieselbe wurde nach bekannten Regeln 
aseptisch ausgefiihrt. Die Operation verlief normal, die Heilung gleich- 
falls. An diesem ovariotektomierten Tiere habe ich vom 27. Marz bis 
16. April Versuche in der gleichen Art wie vorher angestellt, nur mit 
dem einzigen Unterschied, daB ich es nicht mehr fiir nétig befand, 
dem Tiere Galle zu geben. Meine Versuchsergebnisse gebe ich in den 
nachfolgenden Protokollen und kurvenmiBigen Darstellungen der 
Resultate. Sowohl der Typus der Gallenabsonderung, wie die absoluten 
Mengen blieben die gleichen in der Zeit vor der Ovariotomie, so daB 
aus dieser Versuchsreihe kein anderer SchluB gezogen werden kann 
als der, daB das Vorhandensein oder Nichtvorhandensein des Ovariums 
keinen merklichen EinfluB auf die GréBe der Gallenabsonderung 
austibt. 

Der zweite Hund, an dem ich meine Untersuchungen anstellte, 
brachte insofern andere und giinstigere Resultate, als die Gallen- 
absonderung eine sehr viel gréBere war als bei dem ersten Hunde. 
Auch bei diesem Tiere habe ich drei verschiedene Versuchsreihen 
durchgefiihrt, die eine bei Zufuhr von 300g Fleisch, die andere 
bei Zufuhr von 300ccem Fettmilch und die dritte bei Zufuhr von 
300 g Brot 

Die Ergebnisse dieser Versuchsreihe gebe ich in den nachfolgenden 

Protokollen und kurvenmaBigen Darstellungen. 
** In allen vier Versuchen, bei denen nach einer Vorperiode 200 g 
Fleisch gegeben wurden, war die Gallenabsonderung eine sehr starke. 
Bei den Versuchen mit Fettmilch ist es nur einer, wo die Steigerung 
eine ganz starke ist, wihrend in den drei anderen Versuchen die Er- 
héhung zwar groB ist, aber doch nicht so groB wie nach Fleischernahrung. 
Auch nach Broternihrung prigt sich deutlich eine Steigerung der 
Gallenabsonderung aus, aber auch hier ist im groBen ganzen die Grébe 
der Gallenabsonderung etwas kleiner als nach Zufuhr von Fleisch. In 
dieser Versuchsreihe liegen die Verhaltnisse annaihernd so, wie sie am 
klarsten von A. Barbéra geschildert worden sind und wie sie auch 
haufig im physiologischen Institut in Bern beobachtet wurden. Ich 
halte die Art der Gallenabsonderung, wie ich sie hier an diesen zwei 
Hunden beobachtet habe, fiir die normale. 
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Am 26. Marz wurde an diesem Tiere die Ovariotomie ausgefiihrt, 
und ich habe vom 1. April an bis zum 28. April an diesem Tiere die 
gleichen Untersuchungen angestellt wie vor der Ovariotomie. Meine 
Versuchsergebnisse bringe ich in den _ beziiglichen Tabellen und 
kurvenmaBigen Darstellungen am Ende der Arbeit. 

Im groben ganzen ist das Verhalten der Gallenabsonderung das 
gleiche wie vor der Zeit der Kastration. Sieht man sich die Einzelwerte 
der GréBe der Gallenabsonderung in den einzelnen Perioden naher an, 
so sind die gréBten Steigerungen der Gallenabsonderung, trotzdem die 
Gallenabsonderung nach wie vor eine gute ist, nicht so hohe wie in 
der Periode vor der Kastration. Andererseits scheint die Gallen- 
absonderung im groBben ganzen eine stetigere zu sein als vorher, 
aber die Unterschiede sind nicht so groBbe, daB ich es wagen wiirde, 
daraufhin zu behaupten, da die Ovariotomie einen Unterschied 
in der Gallenabsonderung bewirke. Im Gegenteil, ich komme zu 
dem SchluB, daB das Vorhandensein oder Nichtvorhandensein 
des Ovariums ohne merklichen Einflu8 auf die GréSe der Gallen- 
absonderung ist. 

In meiner Arbeit habe ich demnach zwei verschiedene Erfahrungen 
gemacht, die eine, welche darin besteht, da das Auftreten der 
Schwangerschaft, der Gebirakt und das nachfolgende Saugen der 
Jungen einen sehr groBen, und zwar hemmenden EinfluB auf die GréBe 
der Gallenabsonderung ausiibt. Die andere Tatsache besteht darin, 
daB das Vorhandensein oder Nichtvorhandensein des Ovariums 
unter normalen Bedingungen keinen EinfluB auf die GréBe der 
Gallenabsonderung ausiibt. Vorausgesetzt, daB die haufig gehérte 
Behauptung der Kliniker zutreffend ist, dab Stérungen im Ovarium 
mit Stérungen der Lebertatigkeit einhergehen, ist diese Behauptung 
mit meinen Erfahrungen durchaus vereinbar. Es gehért ein ge- 
stértes Funktionieren dazu, um die Leber in Mitleidenschaft zu 
ziehen, wihrend das bloBe Vorhandensein oder das bloBe Fehlen ohne 
EinfluB ist. 

Zusammengefabt, sind die Ergebnisse meiner Arbeit die nach- 
folgenden: 

1. Graviditéit und Nachgeburtsperiode iiben einen ungiinstigen 
EinfluB auf die GréBe der Gallenabsonderung aus. 

2. Das Vorhandensein oder Nichtvorhandensein eines normalen 
Ovariums hat keinen merklichen Einflu8 auf die unter physiologischen 
Bedingungen verlaufende Gallenabsonderung. 

3. Letztere Tatsache steht nicht im Widerspruch mit der Er- 
fahrung, daB Stérungen des Ovariums mit Stérungen der Lebertatigkeit 
verkniipft sind. 
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1. Hund, 
Am 20. November 1923 Gallenfisteloperation ausgefiihrt. 
Am 19. Marz 1924 Ovariotomie ausgefiihrt. 


Versuch mit 200g Ochsenfleisch (vor Ovariotomie). 

















Datum Menge N Gesamt«N B. k 
1924 com Proz. mg a 
10. I. Vor Fitterung 03 braunlich 
Std. 2 
: os ‘ 06 gelblichbraunlich 
7 ~ £ 2.2 dick blutig-schleimig 
4 , (& 5,6 | ; 
5 - 45 | klar braunlich 
f i S t 
S <« = 38 schwarzlichbraunlich 
14. I. Vor Fiitterung 03 | 
1 Std. 2 01 braunlich 
- « 2 0.1 dick braunlich 
ag = 0,2 
3 ‘ 
: os = — diimn braunlich 
‘ a 3 a) 
6 é 03 
16. I. Vor Fitterung 03 
1 Std.) 2 03 
= 2 0,3 . 
at = 03 braunlich 
a 2 0.7 
sia] @ 
6 fa 14 
Stiindlich lecem Ochsengalle per os gegeben. 
a7. E. ‘aed ms gelblichbraunlich 
Ss IE 05 etwas grunlich 
3 2 07 
2 ; 
- ad F = gelblichbraunlich 
” 2 > 
6 jz 04 
Stiindlich 2cem Ochsengalle per os gegeben. 
18. I. Vor Fitterung 1,0 
1 Std. 2 04 t 
> te 2 0.7 
” @ = 04 dunkelbraunlich 
4 ., {& 0.8 
7 = 0,6 
ee z 0,8 
Stiindlich 2cem Ochsengalle per os gegeben. 
21. 1. Vor Fiitterung 1,3 0,308 4,004 
1 Std.) » 4,5 
‘  ~ = 08 » 0313 20,658 
.~ 13 |i gelblichbraunlich 
4 , ¢& 09 | 
S + s 1,1 |) 0,356 11,748 
6 z/ wy ij | 





Stiindlich 5cem Galle gegeben. 


9* 








on 
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Versuch mit 200g Ochsenfleisch (vor Ovariotomie). 





Datum Menge N Gesamt-N 


1924 ccm Proz. mg Semeshuage 
22. 1. Vor Fiitterung 48 0,294 14,112 schwarzlichbraunlich 
1 1 4 03 gelblichbraunlich 
S « 2 13 | 0.357 12,138 \ 
.. on 1s | 
4. £e 4.0 l | klar braunlich 
ie |: 2'6 | 0.376 36,096 | 
i = 3.0 
Stiindlich 5cem Galle gegeben. 
23. I. Bis heute hat der Hund seine Jungen gestillt, aber nach und nach aufgehért. 
25. I. Vor Fiutterung 3,7 0.430 15.910 schwarzlichbraunlich 
1 Std.) = 15 
. | 3 3.2 | 0.338 19,604 
. . Se 11 | 1 
| 4 ; 2 2'0 l braunlich 
., 29 12 0,574 24,108 
6 , z 1,0 
Stiindlich 5cem Ochsengalle gegeben. 
28. I. Vor Fiitterung 0.7 0,252 1,764 
1 Std.) =» 0.9 
- | 5 19 | | o2s9 11,849 
Sa 1,3 j braunlich 
oe im 13 } 
5. Is 12 |\o280 14280 
6. (J 26 «|| 
Stiindlich 5cem Ochsengalle gegeben. 
30. 1, Vor Fiitterung 11 0, 357 3.92 
1 Std.) = 12 
- | 2 o9 |lo 16,236 | 
Ss « es 45 || \ braunlich 
Se . 0.7 ] 
6 , s 25 0,345 17,940 
6. U8 20 =| 
Stiindlich 5cem Ochsengalle gegeben. 
31.1. Vor Fiitterung 13 0,273 3,510 
1 Std.) = 2.2 
2.8 13 | 0,392 27,832 
eit Q 3,6 klar braunlich 
4. £6 1.0 l 
5 . |4 14 0420 14,520 
S . 2 12 





Stiindlich 6cem Ochsengalle gegeben. 


Versuch mit 300 ccm Fettmilch (vor Ovariotomie). 


i. IL. by wage dunkelbraunlich 
e — 
2 
3 » le 33 etwas braunlich 
4 - | 2 Da Hund unruhig und Galle etwas 


blutig geworden, habe ich aufgehért 
Stiindlich 5cem Galle gegeben. 
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Versuch mit 300cem Fettmilch (vor Ovariotomie). 











Datum Menge N Gesamt-N B tk 
1924 com Proz. mg ariel 
5 II. Vor Fitterung 13 
1 Std. = 0.7 
2 , (ge 08 
- a f == 03 
- . & = Der Hund ganz unruhig geworden 
Stiindlich 5cem Galle gegeben. 
7. I. Vor Futterung 40 dunkelbraunlich 
1 Std. 2 08 
_ Fe 05 
Ss . if 1,2 : iy 
ee Fa 02 leicht blutig 
5 ., |4 0.2 
Ss 72 08 
Stiindlich 5cem Galle gegeben. 
11. II. Vor Fitterung 05 braunlich 
1 Std.) = 05 stark blutig 
2 18 0.8 l 
3 - 2 0.7 leicht blutig 
a7 fe] os 
r4 © 3 = klar braunlich 
Stiindlich' 5cem Galle gegeben. 
Versuch mit 300g Brot (vor Ovariotomie). 
21. TI. Vor Futterung 56 0,263 14.728 
1 Std.) = 2,1 ] 
: » : 7 | 0,343 8,575 klar braunlich 
es, } @ 
5 , 14 0,2 
6 = 08 blutig 
Stiindlich 5cem Ochsengalle gegeben. 
25. II. | Vor Mitterung 4.6 0,280 12,880 
1 Std.) » 44 
SC Fo 3,2 0,301 36,722 
» ws 2 4.6 klar braunlich 
4 , {& 5,1 l 
5§ ,i97 12,7 0,385 133,980 
6 5 38] 170 |) 
Stiindlich 5cem Ochsengalle gegeben. 
26. II. Vor Fiitterung 18 braunlich 
1 Std.) 2.0 | 
. o rE 3.5 { blutig 
a ws ea Der Hund unruhig geworden 


Stiindlich 5cem Galle gegeben. 
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Versuch mit 300g Brot (vor Ovariotomie). 








Datum 
1924 


3. ITT. 


13. IT. 


19. IT. 


5. IT. 


7. Ii. 


Menge N Gesamt+-N 


com Proz. mg Semetunges 

Vor Futterung 2.0 braunlich 

1 Std. 4 0.7 

2 0 

3 ad § a dick braunlich blutig 
. ” b=] * 

4 . f{@ 0,3 

Sx 3 0.8 stark blutig 

6 se = 


Stiindlich 5cem Galle gegeben. 


Versuch mit 200 cem Fettmilch (vor Ovariotomie). 





Vor Fiitterung 12 0,679 8,148 schwarzlichbraunlich 
1 Std.) = 0,2 ee 
= | 5 01 | ois | 13,629 Om otitis 
3,2 30 
4 ., {& 7,0 
. = F 3'6 0.391 65.294 | klar braunlich 
ae 6,1 

Stiindlich 5 ccm Galle gegeben. 
Vor Fitterung 15 
1 Std.) 0.1 
4 € ls & 06 | | gelblichbraunlich 


3 7 [FE os | 
Stiindlich 5ccem Galle gegeben. 
Da der Hund sehr unruhig wurde, habe ich mit meinen 
Versuchen aufgehdért. 








‘aan 3 0,560 17,360 schwarzlichbraunlich 
2.18 40 | 0.413 36,344 | 
3.2 25 | klar braunlich 
4, {# 65 | | 
= 4 3,7 | 0.508 ee a 
o en 48 | Ae 
Stiindlich 5cem Ochsengalle per os gegeben. 
Vor Fiitterung 56 | 0403 | 22,568 | — 
1 Std.) » 43 { schwarzlichbraunlich 
B- é 19 0,466 | 52,658 etwas dick 
3,32 5,1 
4 . {& 71 | — 
5 . 14 6.5 0.413 | 72,688 er beSenlich 
se | 40 
Stiindlich 5cem Galle gegeben. 

Versuch mit 300g Brot (vor Ovariotomie). 
Vor Fitterung 5,1 0,413 21,063 | 
1 Std.) » 2.2 | i 
3S « te 46 0,420 | 42000 | 
es “~% 2 3,2 | | dunkelbraunlich 
4 , i= 1,8 
5 la! a7 0315 | 9450 | 
6 ,Ja| o6 jj 

Stiindlich 5 ccm Ochsenfleisch per os gegeben. 
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Versuch mit 300g Brot (vor Ovariotomie). 





Datum 
1924 


13. IL. 





27. Ifl. 





17. LiL. 


10. IV. 


28. ITT. 


Menge N Gesamt-N 


" Bemerkungen 
com Proz. mg 
, > . © . ( 
Vor Pitterung 8,3 0,203 16,849 sebr dunn braunlich 
1 Std.) 2 25 ] | 
9 > 9 
3 ” § He | 0,186 8,370 dick schleimig 
2 | 1 
4 “ se etwas getrubt 
oe = 08 etwas blutig 
Ohne Galle. 
Vor Fitterung 3.9 | 0336 13,004 dunn braunlich 
1 Std. » 08 | | 
2 2 05 0,420 3,140 dick b lich 
3 . z 04 | | ie raunlic 
4, (= 03 |) i 
6 ,14 1,1 0,422 16,458 | diinn braunlich 
Se & S 25 | schwarzlichbraunlich 





Ohne Galle. 


Versuch mit 200g Ochsenfleisch (nach Ovariotomie). 





Vor Fiitterung 18 | 0,167 3,006 || 
1 Std.) = 1,2 
2. |s o8 |lore — 12,728 
a £ 54 | j sehr dunn gelblichbraunlich 
4,16 2.4 | 
S . 14 0,7 | | 0,263 12,098 | 
* .78 15 I 
Ohne Galle. 
Vor Fitterung 19 0,266 5,054 | 
1 Std. 2 22 | | dunn gelblichbraunlich 
2 3 1.6 0.270 ©11,610 ||| 
3,18) oO /J ) 
4 _ _ 0,4 | | | j , 
5 | Ig 0.7 | 0,287 | 5,166 | ( Gch echieinig 
So . Fe 0,7 
Ohne Galle. 
| | : | 
ean 7 l esis 3,48 } dunkelbraunlich 
a "5 | 0.476 9.58 
: ° |} O83 f = a dick braunlich 
4 , {= | 06 
5 ., 14 | 06 | 0452 | 7,684 dick schieimig ’ 
ee o5 | | 








Ohne Galle. 


Versuche mit 300g Fettmilch (nach Ovariotomie). 





Vor Fiitterung 1.2 0.749 8,988 || dunkelbriunlich 
1 Std. a Os | 

2. «a 06 |! 0693 15,246 | satin fetta 
Se s 08 | | unn braunlic’ 
a % z 25 | 

4 : F oo | 0,518 | 49,210 1} dunkelbraunlich 


Ohne Galle. 
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Versuch mit 300 cem Fettmilch 
(nach Ovariotomie). 





Datum Menge N Gesamt«N 
1924 ccm Proz. mg Bomeskungen 
4.IV. Vor Fitterung 3.0 0,483 14,49 dunkelbraunlich 
1 +a # 10,7 ) 
is 2 0,7 » 0,312 38,688 | 
Ss = 10 | dunn braunlich 
- «< | = 08 | | 
5 , s 14 0,679 23,086 
ek 4 1.2 | dunkelbraunlich 


Ohne Galle. 


lo ; 2¢ ) . ) 
14. TV. =‘ Vor Fiitterung 9 0,340 9.86 gelblichbriunlich 





1 Std.) » 08 | | 

ie 2 12 0,350 8.40 dick zah-schleimig 
3, le 0.4 gelblich 

S24 = 1,1 | | fast farblos 

5 = 0.6 | 0.203 4,669 

4 “ z 06 | 20 . | dick schleimig 


Ohne Galle. 


Versuch mit 300g Brot 
(nach Ovariotomie). 





31. 111. Vor Fitterung 3,7 0,427 15,799 | 
1 Std. 2 29 | dunkelbraunlich 
2. Iz 0.9 0.501 28557 | 
. 2 oa 19 klar braunlich 
GS << = 18 | 
m. s 0,5 0.368 10,304 dunkelbraunlich 
6 2) op ij 
Ohne Galle. 
nae pp gpa a leicht blutig 
2 | 3 02 ‘ 
3 = 0,2 ; 
S Fa 04 gelblichbraunlich 
si fe| 1 | 
= 2 08 etwas blutig 
Ohne Galle. 
16. 1V. Vor Fiitterung 1,0 0,567 5,67 
1 Std.) = 28 | 
oS = 7,1 0,448 48,832 
Sw Ss = 1,0 schwarzlichbraunlich 
4. t€ 14 ] 
6 , ai 1,4 0,504 18,648 
= = 0,9 


Ohne Galle. 








ee 





2. Hund. 


Am 15. Januar 1924 Gallenfisteloperation ausgefiihrt. 
Am 26. Marz 1924 Ovariotomie ausgefiibrt. 
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Versuch mit 200g Fleisch (vor Ovariotomie). 





Datum 
1924 


14. IT. 





14. IIT. 


21. ITI. 





6. ITT. 


< 
= 
be >] 
c 
= 
. 
° 
¢ 
3 
nm 


al 
2 2 
a 
= iz 
& , if 
Gaon = 


Vor Fitterung 
1 Std. | a 
+ 
oa aa 
ie gee |; 
Ss . if 
6 E 


< 
g 
c 
§ 
3 
- 
e 
5 
r 


LB 
ss is 


nach Fiitterung 


Orem Ono 
ss 
— 


< 
c 
7 
7" 
c 
= 
cond 
2 
s 
n 


1 Std.) = 
es rE 
3, (Z 
¢ |; 
5 , If 
ae = 


Versuch mit 300 cem Fettmilch (vor 


Vor Fiitterung 


a 
| 


oor Wh 
nach Fiitterung 


su sys 


Menge 


ccm 


4,0 
10,5 

95 
17,7 
19,7 
17,4 
19.5 


o “oe! “10 or 


7,3 
15 
15 
114 

99 

8.8 

8.9 


55 
5,0 
17,7 
17,7 
13,0 
96 


17,6 


| 
I 
I 

| 


| 


| 


| 
| 


N Gesamt.N 
Proz. mg 


0.098 3,92 
0.070 26,39 | 


0,068 | 38,488 | 


Ohne Galle. 
0,095 3,515 | 


0,084 20,412 


0.116 27,956 | | 
Ohne Galle. 
0,123 7,134 

0,200 44.8 


0,165 34,320 


Ohne Galle. 


0,112 8,176 
0,063 21,672 | 


0,077 21,252 | 


Ohne Galle. 


0,112 6,16 
0,119 | 48,076 | 


0,123 49,44 | 


Ohne Galle. 


Bemerkungen 


klar braunlich 


klar braunlich 


klar braunlich 


braunlich 


Ovariotomie). 


braunlich 
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Versuch mit 300 cem Fettmilch (vor Ovariotomie). 
Datum Menge N Gesamt-N 
1924 ccm Proz. mg Bemeckungen 
10. ILI, Vor Fiitterung | 4.4 0,158 6,952 
1 Std.) = 2.3 
2 3 80 | lois | 23,31 
- «= 2 8,2 klar braunlich 
e+. Fr 74 
. = 58 | | 0.172 30,96 
66° (}8 48 || 
Ohne Galle. 
18. 111. Vor Fiitterun 3,5 0,147 5,145 
1 Std.) = 44 
2. Ie 58 | ante 28,16 
Bote = 58 | . klar braunlich 
a 2 iz 5,7 
sie 56 | oasl 24,764 
- . = 51 
Ohne Galle. 
24. 11T. Vor Fiitterung 45 0,144 6,48 
1 Std.) = 75 
“age | 72 «| ons ats | 
ee 4 77 «|| | klar braunlich 
. 2 6.0 
S . F 6,2 | 0,154 26,488 | 
Be ba 5.0 
Ohne Galle. 
Versuch mit 300g Brot (vor Ovariotomie). 
4.111. Vor Fiitterung 5,0 0,165 8,25 
1 Std.) = 7,1 
ay |} 9.0 | 0,130 27,69 
- 4 £ 5,2 | | klar braunlich 
GS “« x 64 
. |; 6,7 | 0,133 25,137 | 
a Fe = 58 
Ohne Galle. 
12. 111. Vor Fiitterung 4.6 0,154 7,084 
1 Std.) = 63 
2 5 4,2 | 0,196 34,300 
oo = 7,2 | klar braunlich 
6 « th 4.9 
~ = 4,7 0,147 23,079 
= = 6.1 
Ohne Galle. 
20. 11T. Vor Fiitterung 50 0,147 7.35 
2 |F! 103 lore 32,868 
_ iB . 132 - 32,86 
ae > = 9.6 | klar braunlich 
== a 79 
6, I4 6,2 | 0,116 23,296 
= = 65 | 





Ohne Galle. 
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Versuch mit 300g Brot (vor Ovariotomie). 


13Y 











Datum 
1924 


25. IIT. 


9. IV. 


17. IV. 


3. IV. 


Menge 

ccm 
Vor Futterung 3,5 
1 Std.) 2 5,7 
ms | Fd 8,0 
ar 63 
4. 6,6 
5 . | 5 6.9 
ee - z 48 


Versuch mit 200¢ 











Vor Fitterung 5,0 
1 Std. 2 8.1 
_ E 9.2 
Bt ie = 7.8 
4 , && 7,6 
-_ s 6,8 
6 . = 68 

Vor Futterung 3.2 
1 Std.) 2 75 
S « 2 93 
. . oa 8,9 
are i 74 
. 2 oe 5,5 
"ae F 4.0 

Vor Futterung 5.5 
1 Std. = 6.7 
a z 6.8 
2.) 68 
4 . £6 8.8 
 o oe 92 
a = 9.9 

Vor Figterung 6,0 
1 Std.) = 9,7 
os ~ 2 10.3 
or 3 = 9,8 
So « i 95 
5 = 7.6 
6 = 10,0 


Versuch mit 300 cem Fettmilch 
Vor Fitterung 


1 Std. 
2 

” 
3 
a ss 
5 , 
e 


| 
| 


43 
5.9 
6.2 
64 
1,7 
63 
5.0 


nach Fiitterung 


| 
| 


N Gesamt-N 
Proz. mg 
O175 6,125 
0.098 19.6 
0,109 19,947 


Ohne Galle. 


Bemerkungen 


klar braunlich 


| 


Ochsenfleisch (nach Ovariotomie). 


0.161 8,050 
0,105 26,355 
0,123 26,076 


Ohne Galle. 
0.133 4,256 
0,088 | 22.616 


| 
j 


0.119 | 20.111 


Ohne Galle. 


0,102 5.610 
0,109 22,127 
0.112 31,248 


Ohne Galle. 
0,140 8.400 


0,102 30,396 


0,102 27.642 


| 
| 
| 
| 
| 
' 


Ohne Galle. 


(nach 
0,147 6,321 
0,102 18,870 
0,130 24.700 


Ohne Galle. 


klar braunlich 


klar braunlich 





klar braunlich 


klar braunlich 





Ovariotomie). 


| 
| 





I klar braunlich 
i} 
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Versuch mit 300 cem Fettmilch (nach Ovariotomie). 





Datum Menge N Gesamt-N 














1924 ccm Proz mg Bemerkungen 
11. IV. Vor Fiitterung 3.0 0.179 5370 
: Std. | a 8,0 see ; 
= » = 7,0 133 25,707 
ee 2 59 | » klar braunlich 
S. ~ = 6.7 ) 
_ |2 59 | 0,137 25,756 
a. = 6.2 
Ohne Galle. 
23. 1V. Vor Futterung 50 0.154 7.70 
1 Std. ) = 6.7 
2. 1& 61 |orss | 26,928 
SA = 59 klar braunlich 
e; £6 7.9 
. ~ Fa 74 ! 0,126 27,468 
o = é 65 
Ohne Galle. 
25. IV. Vor Futterung 6.0 0.126 7,56 
1 Std.) = 5.6 
2 15) 64 long | 21,063 
‘ . = 5.7 | klar braunlich 
4 . && 8.2 
. ~~ ae 6,8 | 0,109 25,288 
ms ? 8.2 
Ohne Galle. 
Versuch mit 300g Brot (nach Ovariotomie). 
7.1V. | Vor Fiitterung 5.0 0,133 6,65 
1 Std.) = 6,1 
$442 @ | 6001 | 18,291 
Doe = 6,7 | klar braunlich 
4, {& 5,7 
5 , |la| 62 | 0,126 | 22,554 | 
ta = 6.0 
Ohne Galle. 
15.IV. = Vor Fiitterung 5.0 O.112 5,60 
1 Std.) = 6.7 
ae 8.0 | 0,120 26.04 
«#7 = 70 | klar braunlich 
4, #61 68 
. © 6 / 67 0,120 25,44 
: & = 7,7 
Ohne Galle. 
24.IV. Vor Fiitterung 6.0 0.126 | 7,56 
1 Std.) = 59 
2. 12! 6s | o140 | 26,600 
7 = 6.3 | klar braunlich 
4 ., {@ 73 
5 ., |¢4 7.6 | 0.119 | 27,251 
6 3 so. | 





Ohne Galle. 
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Versuch mit 300g Brot (nach Ovariotomie). 





Datum Menge N Gesamt-N . 
1924 ccm Proz. mg Bonestuagen 
28. IV. Vor Fiitterung 63 0,102 6,226 
1 Std. ~ 8.9 
- z 8.3 0,088 21,12 
3 * \ = 68 klar braunlich 
4 . = 7,1 | 
5, 14 7,9 0,098 22.736 
6. 3a] af ff 
Ohne Galle. 
3. XIL. 1923 4 XIL 1923. 5. XII. 1923 6. XII. 1923. 
Versuch mit Versuch mit Versuch mit Versuch mit 
100 g Ochsen- 200 g Ochsen- 200 g Fleisch und 200 g Fleisch und 





fleisch. fleisch. 0) g Pepton 3 g Pepton. 





aN GG @ & © 























* Vor Fiitterung. i1—6 Nach Fitterung. 
Abb. 1. Vor Ovariotomie (Schwangerschaft) 


"123456 °12344456 


7. XIL 1923. Vor Ovariotomie 
(Schwangerschaft) 


Abb. 2 
Versuch mit 200g Ochsenfleisch 





29323466 


* Vor Futterung. 1—¢ Nach Futterung 


10, 1, 1924. 


> oes oe me ne 


16. I. 1924. 17. 1. 1924 


—_+_——+—_-—- 








"S232 86°06 [29238 €86 86 ae ee ee ©2904 86-°6 
* Vor Futterung. 1—6 Nach Fiitterung. 
Abb. 3. Versuch mit 200 g Ochsenfleisch (vor Ovariotomie.) 






































22.1. 1924 
18. L. 1924. 
20 ‘| Titty 
pepo} +--+ 
17 7}—- ; + ] 
4 4)42 a ie on | 
°° 1334656 * 123234656 71334686 °*123 466 


* Vor Fiitterung. 1—6 Nach Fiitterung. 
Abb. 4. Versuch mit 200 g Fleisch (vor Ovariotomie) 
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31.1. 1924 
reo, 
28. 1. 1924 W. 1. 1924 o8'. eee 4, 
20) S¢ — } 
t | pst 
2|| agp 
, 1 eT | 
+ - 
} 1 ail a a | 


Vor Futterung 1—6 Nach Futterung 


Abb. 5. Versuch mit 200 g Fleisch (vor Ovariotomie) 


13. Il. 1924. 19. II 





“2B 


+—+ 
; 

; ~t +—+ 

$— + ' ™ - 

, t- + 

— eee 


11. Il. 1924. 








se denen Gen aun ae en SS ee oe Se ee ae 


ae 














* Vor Fitterung. 1—6 Vor Futterung. 


Abb. 6. Versuch mit 300 ccm Fettmilch (vor Ovariotomie) 


5. IT. 1924. 
Vor Ovariotomie. 


Abb. 7 
Versuch mit 300 ccm Fettmilch. 





*123466 
* Vor Fiitterung. —6 Nach Fiitterung. 











. 
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25. Il. 1924. 










































1 
132 
’ 
' 
' 
4 
13. IV. 1924 
. oieatammenne 
6 
32 8 
21. Il. 1924. ? 
7 ‘ 
5 . 
P . 
P 3 
+ > . + + ¢ 
hel ef e 
"sz 23 436 "s7 6484 ¢ "zs S828 ¢86 ¢4 "yRpa@ced 
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Abb. 8. Versuch mit 300g Brot (vor Ovariotomie). 
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Abb. 10. Versuch mit 200g Ochsenfleisch (nach Ovariotomie). 
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Abb. 11. Versuch mit 300 ccm Fettmilch (nach Ovariotomie). 
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Abb. 14. Versuch mit 300 ccm Fettmilch (vor Ovariotomie). 
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6 Nach Futterung. 
Abb. 15. Versuch mit 300 g Brot. 
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Uber die Aktivitit von proteolytischen und verwandten Enzymen 
einiger als Mycorrhizenpilze bekannten Hymenomyceten. 


Von 
Elias Melin und Karin Helleberg. 


(Aus dem biochemischen Institut der Universitat Stockholm.) 


(Eingegangen am 27. Januar 1925.) 


Aus den experimentellen Untersuchungen, die der erstgenannte 
von uns tiber die Mycorrhiza der Waldbaume ausgefiihrt hat, hat 
es sich ergeben, daB die Mycorrhizenpilze der Baume bei dem Abbau 
der organischen Stickstoffverbindungen der Humusdecke eine grofe 
Xolle spielen. Letztere werden dabei zum Teil an die Baume vermittelt '). 

Es hat nun ein hohes Interesse zu erfahren, inwieweit verschiedene 
Mycorrhizenpilze die organischen Sticksteffverbindungen — ungleich 
schnell abbauen. Wenn dies der Fall ist, hat man namlich Grund zu 
vermuten, da die in dieser Hinsicht aktivsten Pilzsymbionten auch 
fiir die Baume die giinstigsten sind, und zwar in bezug auf die Stick- 
stoffnahrung. 

Dies hat uns zu der vorliegenden Untersuchung veranlaft. In 
erster Linie haben wir die Aktivitat von proteolytischen Enzymen 
und Nuclease bei einigen* bekannten Mycorrhizenpilzen untersucht. 
Auberdem wurden aber auch Urease und Desamidase studiert. Die 
genannten Enzyme sind alle in Reinkultuven von bisher untersuchten 
Mycorrhizenpilzen (Boletusarten, Tricholoma flavobrunneum, M. R. 
silvestris B und y, M. R. Abietis) nachgewiesen worden. 


Methode und Material. 
Infolge ihres langsamen Wachstums in Reinkulturen ist es ziemlich 
schwer, eine fiir quantitativ enzymatische Untersuchungen geniigende 
Menge von vegetativem Mycel der betreffenden Mycorrhizenpilze 21. 


') EB. Melin, Skogsv4rdsféren. Tidskrift 1924, 8.197 (Vortrag). 
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erhalten. Es erscheint uns auch sehr fraglich, ob schwachwiichsige 
Kulturen dieselben enzymatischen Verhiltnisse wie die Mycelien des 
Waldbodens aufweisen. 

Um aber trotzdem irgend eine Auffassung von der Aktivitat der 
genannten Enzyme von verschiedenen Arten zu bekommen, haben 
wir junge Fruchtkérper untersucht. Zeller!) hat eine enzymatische 
Studie von Lenzites saepiaria gemacht und dabei dargetan, dab die 
Enzyme des vegetativen Mycels im groBen und ganzen mehr aktiy 
als die der Fruchtkérper sind. Selbst wenn dies auch bei den hier 
untersuchten Hymenomyceten der Fall ist, diirfte man aber annehmen 
kénnen, da das Verhaltnis der verschiedenen Arten beziiglich der 
Enzymaktivitat im groBen und ganzen dasselbe in dem vegetativen 
Mycel wie in den Fruchtkérpern ist. 

Folgende als Mycorrhizenpilze bekannte Hymenomyceten sind 
untersucht worden: 


1. Boletus luteus L. Mycorrhizapilz an u. a. Kiefer*) und Larche®). 

2. B. variegatus Sw. Mycorrhizapilz an u. a. Kiefer*) und Larche*). 

3. B. elegans Schum. Mycorrhizapilz an Lirche*). 

4. Amanita muscaria Fr. Mycorrhizapilz an u. a. Birke®), Liirche®), 
Kiefer und Fichte®). 

5. Lactarius deliciosus L. Mycorrhizapilz an u. a. Kiefer und 
Fichte®). 

6. Russula rubra Fr.  Wahrscheinlich Mycorrhizapilz an u. a. 
Kiefer und Fichte’). 

Nachdem die Fruchtkérper eingesammelt waren, wurden sie sofort 
sorgfiltig gereinigt und die Oberhaut des Hutes, meistens auch die 
Lamellen und Réhren der Hutunterseite, weggenommen. Sie wurden, 
dann im Mérser mit etwas Toluol zerrieben. Die dabei erhaltene brei- 
artige Masse wurde in Flaschen aufbewahrt. 

Die Pilze sind alle im September 1924 gesammelt worden. Das 
Material stammt aus der Umgebung von Stockholm, ausgenommen 
B. variegatus, der in Angermanland (Anundsjé) im nérdlichen Schweden 


1) S. M. Zeller, Ann. Miss. Bot. Gard. 3, 439, 1916. 

2) E. Melin, Mykol. Unters. u. Ber. 2, 1924; Bot. Notiser 1924, 5. 69. 

3) Derselbe, Svensk Bot. Tidskrift 19, 1925. 

4) Derselbe, ebendaselbst 16. 161, 1922. 

5) Derselbe, ebendaselbst 17, 479, 1923. 

6) Derselbe, Manuskript. 

7) Die Art kommt in Kiefern- und Fichtenwiildern vor; vel. 2. Melin, 
Svensk Bot. Tidskrift 17, 510, 1923. 


lo* 








148 EK. Melin u. K. Helleberg: 


gesammelt wurde. Die Untersuchung haben wir in den Monaten 
Oktober und November desselben Jahres ausgefiihrt. 


Durch den Toluolzusatz werden die Hyphenzellen abgetétet, und 
cine geniigende Menge Fliissigkeit diffundiert aus letzteren heraus. 
Diese Fliissigkeit wurde im Biichnertrichter abgesaugt und dann 
direkt fiir die Untersuchung gebraucht. Da der Wassergehalt der 
Fruchtkérper verschiedener Arten nicht erheblich schwankt, sind dic 
auf diese Weise erhaltenen Enzymdispersionen miteinander  ver- 
gleichbar. Fiir jeden Versuch haben wir 5ccm Enzymdispersion 
genommen. 


Die Versuche dauerten alle tiber 7 Tage und wurden bei 
Zimmertemperatur (etwa 18°C), und zwar jeder Versuch doppelt, 
ausgefiihrt. 

Die friiher untersuchten Mycorrhizenpilze erreichen in Reinkulturen 
ihre optimale Entwicklung bei py 5 oder etwas darunter'). Da die 
betreffenden Pilze auch in der Natur bei dieser Wasserstoffionen- 
konzentration am besten zu gedeihen scheinen, haben wir in den Ver- 
suchen ein bestimmtes py, und zwar py 4.5, gehalten. Als Puffer hat 
eine 5proz. Phosphatlésung gedient. 


Proteolytische Enzyme. 

Es sind proteolytische Enzyme bei ziemlich vielen Hymenomyceten 
nachgewiesen worden, und zwar nicht nur in Reinkulturen, sondern 
auch in Ausziigen von Fruchtkérpern. Sowohl holzzerstérende*) und 
koprophile Arten als auch solche, die sich spater als symbiophil er- 
wiesen haben, sind dabei untersucht worden.  Beziiglich letzterer 
haben Bourquelot und Heérissey®) im Jahre 1898 die Aktivitat von 
proteolytischen Enzymen aus Fruchtkérpern von Amanita muscaria 
untersucht. Es stellte sich heraus, daB der Auszug des Pilzes nach 
4 Tagen beinahe alles Casein von abgerahmter Milch gespalten hatte. 
wonach sich Tyrosin in der Lésung nachweisen lieB. Delezenne und 
Mouton*) machten mit 0,8 proz. NaCl Ausziige getrockneter Frucht- 
kérper von u.a. Amanita muscaria und A.citrina. Sie fanden, dab 
erstere Peptone und ebenso Gelatine und Casein, dagegen aber nicht 
Fibrin abzubauen vermochten. Nach den Untersuchungen von Vines®) 
zu urteilen, wird aber auch letzteres gespalten (die Untersuchung 


') E. Melin, Bot. Notiser 1924, 8S. 38. 

2) S. M. Zeller, |. ¢. 

3) BE. Bourquelot et H. Hérissey, C. vr. Acad. Paris 127, 666, 1898. 
4) (. Delezenne et H. Mouton, ebendaselbst 186, 167 und 633, 1903. 


5) S. H. Vines, Ann. Bot. 17, 237, 1903. 
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mit PreBsaft von Psalliota campestris ausgefiihrt). Aikkoji') hat das 
Vorkommen von Protease in den Fruchtkérpern von Cortinellus Edodes 
festgestellt, der méglicherweise Mycorrhizapilz an der in Japan vor- 
kommenden Pinus densiflora ist®). Das gefundene Enzym ist in neu- 
tralen oder schwach alkalischen, dagegen aber nicht in sauren Lésungen 
aktiv. Unter den Abbaustoffen waren Tryptophan, Leucin und Tyrosin 
zu finden. 

Bei unseren Versuchen tiber proteolytische Enzyme haben wir als 
Substrat Hithnereiweif in Sproz. Lésung (Volumprozent) benutzt 
Trockengewicht 0.0117 g/cem. 

Das Alter der Enzymdispersionen der verschiedenen  Arten 
schwankt zwischen 3 und 26 Tagen (vgl. Tabelle 1). Zu 10 com Eiweil- 
lésung und 10 cem 5proz. Phosphatlésung (py = 4.5) wurden 5 cem 
Enzymdispersion mit etwas Toluol gefiigt. In den Kontrollversuchen 
wurde der Gehalt an Aminosiuren unmittelbar nach dem Zusatz der 
Enzymdispersion, in den tibrigen nach 7 Tagen bestimmt. 


Tabelle J. 


Aktivitét von proteolytischen Enzymen (7 Tage). 





. M NaOH * Ss 62 
ae enge NaOH *) ae aos 
. aS srk 22s 
53% 325 E.as 
Versech < =e Ant Nach Diffee She 5 = i 
35 sharia at 7 Tagen rnz  ~SS SE 
ze Ze 
Tage com ecm com mg mg 
Boletus luteus .... ll 3,87 + 0,02 583 + 0,03 1,96 3,00 15,00 
y variegatus . . 26 «= «6,05 + 0,03 7,09 + 0,03 1,04 1,59 7.95 


elegans. . . . 22 «4,68 + 0,02 625 +008 157 235 11,75 


Amanita muscaria . . 3 619 +005 7,32 - 0,06 1,18 1,23 6.15 
Lactarius deliciosus. . 23 «6,05 + 0,03 6,80 = 0,03 0,75 115 5.70 
Russula rubra . . . . 15 6,06 + 0,03 837 + 0,07 231 3.53 17.65 


*) Die Normalitat der gebrauchten Lauge = 0,09557 n; 1 ccm davon entspricht 1,53 mg NH» 


Die Bestimmungen der Aminosauren sind nach der Methode von 
Willstdtter und Waldschmidt-Leitz ausgefiihrt worden*). Zu Seem 
Lésung wurde in groBem Uberschub 96 proz. Alkohol (15 ccm) zugesetzt, 
der dabei entstandene Niederschlag abfiltriert und gewaschen. Dann 


') T. Kikkoji, Zeitschr. f. physiol. Chem. 41, 201, 1907. 

*) S. Mimura, Extr. fr. Bull. of Forest Exper. Station Meguro, Tokyo 
1915, S. 115. 

3) R. Willstatter und E. Waldschmidt- Leitz, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 
54, 2988, 1921; S. Lévgren, Zeitschr. f. anal. Chem. 64. 457, 1924. 
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wurde leem Thymolphthaleinlésung hinzugefiigt und Titration mit 
Lauge bis zu kraftiger Blaufarbung ausgefiihrt. 

Die Ergebnisse der Versuche werden in Tabelle | mitgeteilt. Es 
geht hervor, daB die Aktivitét von proteolytischen Enzymen der 
Fruchtkérper bei verschiedenen Arten ziemlich verschieden ist. Sie 
ist bei Russula rubra und Boletus luteus am gréBten, bei Amanita 
muscaria und Lactarius deliciosus am kleinsten. Bei letzterer Art ist 
die Aktivitat etwa dreifach niedriger als bei Russula rubra. 


Nuclease, 

Das Vorkommen von Nuclease ist — auber bei holzzerstérenden 
Hymenomyceten!) — in den Fruchtkérpern von dem oben erwahnten 
Cortinellus Edodes festgestellt worden®). Aikkoji erhielt aus 150 ccm 
einer 2? ,proz. Lésung von nucleinsaurem Natrium, mit 25 ccm PreBsaft 
des Pilzes gemischt, im Laufe von 5 Tagen 28,7 mg Phosphorpentoxyd. 
Das Enzym soll nach AKikkoji in neutralen und schwach sauren Lésungen 
aktiv sein. Es werden freie Purinbasen und Phosphorsiure gebildet. 

Als Substrat haben wir in unseren Versuchen eine 2 proz. Lésung 
nucleinsauren Natriums gebraucht*). Das Alter der Enzymdispersion 
schwankt zwischen 17 und 39 Tagen (vgl. Tabelle L1). 


Tabelle Il. 
Aktivitaét von Nuclease (7 Tage). 








Se EE. 

é 2 Menge Mg, P.O; Pye: 235 3 

38% 3-5 E535 

. =8&S seoA £367 

Vena <*$ Nach Diffe S26 § “xc 

3% Anfangs 7 Tagen renz V§3 2O Es 

zo |W ies 
Tage mg me mg mg mg 
Boletus luteus .... 24 788+0,1 | 89,9*) 11,1 7,08 35,4 
* variegatus . . 39s 78,8 + 0,1 89,8 *) 110 7,02 35,1 
a elegans. . .. 21 788 +01 846403 58 39 19.5 

Amanita muscaria ., . 17 788+O01) 83+03 45 293 1465 
Lactarius deliciosus. . 23 78+01 87,1409 83 52 26,0 
Russula rubra... . 17 788+ 0. 815 +07 2.7 17 8.5 


*) Der eine von den zwei Versuchen vergiftet. 


Zu 10 cem nucleinsauren Natriums und 10 cem 5proz. Phosphat- 
lésung (py = 4,5) sind 5ecem Enzymdispersion mit etwas Toluol 
gebracht worden. Unmittelbar nach dem Zusatz der Enzymdispersion 


1) S. M. Zeller, |. ¢. 
*) T. Kikkoji, |. ¢. 


8) Die Nucleinséure aus Hefe. 
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wurden in allen Versuchen 5 ccm Fliissigkeit herausgenommen und der 
Gehalt an Phosphorsiaure festgestellt. Nach 7 Tagen wurde letzterer 
in den iibrigen 20 cem der Lésungen bestimmt. Die Phosphorsaure- 
bestimmungen sind nach der Methode von Schmitz ausgefiihrt worden. 

Es erhellt aus Tabelle Il, daB auch Phytonucleinsiure von den 
verschiedenen Arten verschieden schnell gespalten wird. Das Enzym 
ist bei Boletus luteus und B. variegatus am aktivsten. Die kleinste 
Aktivitat findet man bei Russula rubra, bei der sie vierfach niedriger 
als bei den genannten Boletusarten ist. 

Wenn wir die Ergebnisse mit den von Aikkoji erhaltenen ver- 
gleichen, finden wir, daB simtliche untersuchten Mycorrhizenpilze die 
Nucleinsiure intensiver als Cortinellus Edodes spalten. 

In den eben genannten Versuchen mit Nucleinsiure haben wir 
auch untersucht, inwieweit die erzeugten Purinbasen desamidiert 
werden. In Reinkulturen von untersuchten Mycorrhizenpilzen ist 
namlich Ammoniak nachzuweisen, wenn als Stickstoffquelle Nuclein- 
siure gebraucht wurde'). Der NH,-Gehalt ist nach der Methode von 
Folin?) bestimmt worden. Das Ammoniak wurde durch eine kon- 
zentrierte K,CO,-Lésung (40 bis 50 ccm) frei gemacht und durch 
einen mittels H,SO, gewaschenen Luftstrom in eine Vorlage mit 
bestimmter Menge n/l0 HCl iibergefiihrt. Der Uberschu8 an 
Saure in der Vorlage wurde durch n/10 NaOH und Methylorange 
bestimmt. 


Tabelle 11. 


Desamidation von Purinbasen in den Versuchen mit Nucleinsiure 
(Durchschnittswerte von zwei Versuchen.) 








H.N Gesamtmenge H, N 
’ | “* aus 10.ccm 2proz. 
Versuch } in 5ccm Substrat ausisinseusem Netslien 
| mg mg 
ee ee ee 0,58 2,90 
= ee. Oe a ee 0,27 1,35 
ee 0,08 0,40 
Amanita muscaria ........ 0,44 2,20 
Lactarius deliciosus. . ...... 0,59 2.95 
pO ee ee 0,92 4,60 
; Wie aus Tabelle III ersichtlich ist, werden die Purinbasen nur 
1 verhaltnismaBig langsam desamidiert. Es diirfte wahrscheinlich sein, 
daB die Aktivitat des betreffenden Enzyms in dem vegetativen Mycel 
') E. Melin, Svensk Bot. Tidskrift 18, 462, 1924. 
*) S. Lévgren, diese Zeitschr. 119, 215, 1921. 
| 
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gréBer als in den Fruchtkérpern ist, wie es der Fall mit Urease wnd 
Desamidase sein diirfte (vgl. unten). 

Es hat sich weiter herausgestellt, daB die Aktivitat des Purin- 
basenenzyms in keinem Verhiltnis zu derselben von Nuclease steht. 
Sie ist nimlich am gréBten bei Russula rubra, bei welcher die Aktivitit 
von Nuclease am niedrigsten ist, am kleinsten dagegen bei Boletus 
elegans, bei dem die Nuclease ziemlich aktiv ist. Es ist anzunehmen. 
dab dasselbe Verhaltnis in dem vegetativen Mycel vorhanden ist. 


Urease und Desamidase, 


Bekanntlich kommen desamidierende Enzyme bei den niederen 
Pilzen sehr haufig vor. Bei den Hymenomyceten wurden sie aber 
weniger haufig beobachtet. Kikkoji') stellte Urease bei dem oben 
erwahnten Cortinellus Edodes fest. Nach Goris und Costy?) soll letzteres 
“nzym bei den meisten Basidiomyceten — nicht aber bei den Gattungen 
Amanita und Lepiota — vorkommen. Unter den holzzerstérenden 
Hymenomyceten hat Zeller*) Urease als das einzige desamidierende 
tnzym bei Lenzites saepiaria nachgewiesen. Es kommt sowohl in den 
Fruchtkérpern als in dem vegetativen Mycel vor, auch wenn es in 
letzterem aktiver als in ersteren ist. 

Wir haben nun die Enzymdispersionen*) der Mycorrhizenpilze 
auf 2proz. Lésungen von Harnstoff und Asparagin gepriift, und zwar 
nach dem folgenden Plane: 

1. 10 cem Harnstofflésung + 10 cem 5proz. Phosphatlésung (py, 4,5) 

+ 5eem Enzymdispersion + Toluol. 


10 cem Harnstofflésung + 10 cem 5proz. Phosphatlésung (py 4.5) 

+ 5eem H,O + Toluol (Kontrolle). 

3. 10 cem Asparaginlésung + 10 cem 5proz. Phosphatlésung (py = 4.5) 
+ 5ecem Enzymdispersion + Toluol. 

4. 10 ccm Asparaginlésung + 10 cem 5proz. Phosphatlisung (py = 4,5) 

+ 5eem H,O + Toluol (Kontrolle). 


te 


Nach 7 Tagen wurde der NH,-Gehalt bestimmt, und zwar nach 
der Methode von Folin (vgl. oben). — 
. Wir finden in Tabellen IV und V, da® die Aktivitat von sowohl! 
Urease als Desamidase in simtlichen Versuchen ziemlich niedrig ge- 
wesen ist. Am gréBten ist sie bei Russula rubra, am kleinsten bei 
Boletus elegans gewesen, und zwar bei ersterer etwa dreifach gréber 


') T. Kikkoji, |. ¢. 

*) A. Goris und P. Costy, C.r. Acad. Paris 175, 539, 1922. 

3) S. M. Zeller, 1. c¢., S. 489. 

*) Die Enzymdispersionen selbst enthielten kein Ammoniak. 
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als bei letzterem. Die Reihenfolge beziiglich der Aktivitat von Urease 
und Desamidase ist sonst nicht ganz dieselbe fiir die verschiedenen 
Arten. Sie ist fiir Urease die folgende: 

1. Russula rubra, 
Boletus luteus, 


te 











3. Lactarius deliciosus. 
4. B. variegatus und Amanita muscaria, 
5. B. elegans, 
und fiir Desamidase wie folgt: 
1. Russula rubra, 
2. Lactarius deliciosus, 
3. Amanita muscaria, 
4. Boletus variegatus, 
5. B. luteus. 
6. B. elegans. 
Tabelle 1V. 
Aktivitiitt von Urease (7 Tage). 
; Gesamtmen 
Alter der Menge Gebildete Menge aa aan 10 com 
Wasnt Enzym: NaOH * NH, in 10cem 4 san, Hheemntell. ‘ 
sacs dispersion ~—_ ) Substrat “P lésung 
Tage ccm mg mg 
Boletus luteus. . ... 34 79 + 0,31 0.99 2.48 
M variegatus . . . 49 9,09 + 0,0 050 1,25 
, elegans .... 33 9,15 £ 0,03 041 1.03 
Amanita muscaria . . 26 9,09 + 0,01 0,50 1,25 
Lactarius deliciosus . . 34 9,03 +- 0,02 0,62 155 
Russula rubra... .. 26 8,57 + 0,05 134 3,35 
Kontr. ohne Enzym- 
dispersion .... . — 0.0 0.0 
*) Die Normalitat der Saure: 10 com HCI 940 * 0.05 NaOH. 
Tabelle V. 
Aktivitit von Desamidase (7 Tage). 
\ 'Gebi Gesamtmenge 
Alter der Menge Gebildete Menge Nile exe S0cem 
Uasicicd Enzyms NaOH * NHg in l0ccm 4 son. Agnesadin: 
onus dispersion ‘“* ) Subotet “Pe 
Tage ccm mg mg 
Boletus luteus. . . . . 60 4,79 + 0,03 0,28 0.70 
= variegatus . . . 75 4,77 + 0,03 O31 0.78 
. elegans... . 59 4,80 + 0,01 0,26 0,65 
Amanita muscaria .. 2 4,70 + 0,09 0,42 1,05 
Lactarius deliciosus . . 60 4,64 + 0,04 0.52 1,30 
Russula rubra... . 52 4,50 + 0,03 0,75 1,88 
Kontr. ohne Enzym- 
dispersion ..... -- 0 0 
*) Die Normalitat der Saure: 5 com HCI 4.96 + 0.01 com NaOH. 
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Die Reihenfolge der Aktivitat von Urease ist somit im groBben und 
ganzen dieselbe wie die von dem Purinbasenenzym. 

Es sei hervorgehoben, dal die Enzymdispersionen selbst kein 
Ammoniak enthielten. 

Ob es dasselbe Enzym ist, das Harnstoff und Asparagin desamidiert, 
laBbt sich durch unsere Untersuchungen nicht sicher entscheiden. Zwar 
spricht die eben erwiaihnte verschiedene Reihenfolge der Enzym- 
aktivitat dafiir, da®B dies nicht der Fall ist, wir haben aber keine Ver- 
suche gemacht, um diese Frage naher zu studieren. 

Die geringe Aktivitat von Urease und Desamidase in den Ver- 
suchen diirfte zum Teil von der Natur der Enzymdispersionen ab- 
hangen. Es ist von verschiedenen Forschern die iiberaus groBe Empfind- 
lichkeit des Harnstoffenzyms hervorgehoben worden. So soll dieses 
durch Toluol sehr schnell inaktiviert werden'). Die Enzymdispersionen 
der Ureaseversuche waren 26 bis 49 und die der Desamidaseversuche 
52 bis 75 Tage mit Toluol aufbewahrt worden. 

AuBerdem ist es sehr wahrscheinlich, daB Urease und Desamidase 
der Fruchtkérper im Vergleich mit denselben des vegetativen Mycels 
ziemlich wenig aktiv sind, ganz wie es der Fall mit Urease bei Lenzites 


. . . 9 
saepraria ist*). 


Zusammenfassung. 

1. Die Untersuchung hat ergeben, daB proteolytische Enzyme und 
Nuclease in den jungen Fruchtkérpern von verschiedenen Arten ziemlich 
ungleich aktiv sind. Bei Russula rubra ist die Aktivitaét der ersteren 
hoch, die der letzteren aber verhaltnismaBig niedrig, wahrend bei 
B. variegatus und Lactarius deliciosus der Fall gerade umgekehrt ist. 
Bei B. luteus sind beide Enzymgruppen sehr aktiv, B. elegans nimmt 
eine Zwischenstellung ein und bei Amanita muscaria finden wir in 
beiden Fallen eine verhaltnismaBig geringe Aktivitat. Wenn die héchste 
gefundene Aktivitat mit 100 bezeichnet wird, erhalten wir fiir proteo- 
lytische Enzyme und Nuclease folgende Werte: 








Proteo: Proteos 
lytische Nuclease lytische Nuclease 
Enzyme “nzyme 
Boletus luteus . . . 85 100 Amanita muscaria . 35 41 
= variegatus . 45 99 | Lactarius deliciosus . 33 73 
‘ elegans ., 67 55 Russala rubra . . . 100 24 


2. Auch die Aktivitat von desamidierenden Enzymen ist bei ver- 
schiedenen Arten sehr verschieden. 


') W. Kruse, Allgem. Mikrobiologie, 8S. 598. Leipzig 1910. 
*) S. M. Zeller, |. ¢., 8. 489. 
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3. Gehen wir davon aus, dab beziiglich der Enzymaktivitat 
das entsprechende Verhaltnis der untersuchten Arten in dem vege- 
tativen Mycel wie in den Fruchtkérpern vorhanden ist, so kénnte man 
daraus schlieBen, daB die verschiedenen Mycorrhizenpilze in der Natur 
bis zu einem gewissen Grade an verschiedene organische Stickstoff- 
verbindungen oder Gruppen von solchen angepaBt sind. Nach dieser 
Folgerung kénnen einige Arten die komplizierten Eiweibkoérper der 
Humusschicht besser als deren Abbauprodukte ausnutzen; andere 
verwerten letztere besser als erstere, wiederum andere die Proteinstoffe 


ebenso leicht wie deren Abbauprodukte. Die Baume kénnten somit 
durch verschiedene Pilzsymbionten verschiedene organische Stickstoff- 
verbindungen des Bodens ungleich leicht ausnutzen. 








Untersuchungen zur Lehre von der Blutgerinnung. 


XII]. Mitteilung: 
Ober das Serum-Metathrombin. 


Von 


Bernhard Stuber, Fritz Foeke und Chien Shen. 
(Aus dem Laboratorium der medizinischen Klinik zu Freiburg i. 1B.) 
(Eingegangen am 27. Januar 1925.) 
Mit 5 Abbildungen im Text. 


Frische Thrombinlésungen verlieren meist nach kiirzerer Zeit ihre 
Wirksamkeit. 

Sie kénnen aber wieder reaktiviert werden. Nach Alexander Schmidt") 
verfihrt man dabei am besten so, daB man auf die unwirksame Thrombin- 
lisung dieselbe Menge n/10 Natronlauge etwa ‘4 Stunde einwirken laBt, 
danach wird mit n/10 Schwefelséure neutralisiert. Solche reaktivierten 
Thrombinlésungen sind gewéhnlich AuBerst kriftig wirksam. Nach 
Morawitz*) gelingt die Reaktivierung auch, wenn man umgekehrt vorgelit 
zuerst Siiure zufiigt und nachtraglich mit Lauge neutralisiert. Die Wirkung 
ist aber schlechter als nach dem Verfahren von Alexander Schmidt. Das 
kénnen wir bestatigen. Nach den Untersuchungen von Morawitz*) und 
Fuld*) sind zwei unwirksame Modifikationen des Fibrinferments zu unter- 
scheiden. Die eine, die durch Kalksalze aktivierbar ist, findet sich im 
Oxalatplasma (a-Prothrombin von Morawitz, Prothrombin von Pekel- 
haring), die andere kommt in gréBerer Menge im Blutserum vor (f-Pro- 
thrombin von Morawitz, Metazym von Fuld). Letztere inaktive Thrombin- 
modifikation wird nicht durch Kalksalze, wohl aber durch Laugen und 
Saiuren reaktiviert. Nach den Anschauungen von Fuld und Morawitz 
handelt es sich nun bei dem letztgenannten inaktiven, durch Lauge bzw. 
Siure reaktivierbaren Thrombin um kein Proferment. Es sollte vielmehr 


') Zur Blutlehre. Leipzig 1892. 

*) Beitr. z. chem. Physiol. u. Pathol. 4, 1904. 

» Le. 

4) Centralbl. f. Physiol. 17, 1903; Hofmeisters Beitr. 5, 1904 (mit Spiro). 
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der grébBte Teil des bei der Gerinnung des Blutes sich bildenden Thrombins 
rasch in einen stabileren, aber nun unwirksamen Zustand iibergefiihrt 
werden. Aus dieser inaktiven Form (jetzt Metazym oder Metathrombin 
genannt) ist das Thrombin durch Alkali bzw. Saéure wieder reaktivierbar. 
Uber den Mechanismus der Umwandlung des Thrombins in das unwirksame 
Metathrombin besteht jedoch noch keine Klarheit. Wahrend Pekelharing') 
vermutet, daB beim Altern der Thrombinlésung gerinnungshemmende 
Substanzen entstehen, die die Thrombinwirkung aufheben, fiihren Lands- 
berg?) und Mellanby®*) die Umwandlung auf eine Adsorption des Thrombins 
zuriiwck. Nach Landsberg ist die Aktivierung des inaktiven Serums nichts 
anderes als .,eine Sprengung der Adsorptionsbindung des Thrombins* 
Wihrend von fritheren Autoren auf die Labilitét des Thrombins hin- 
gewiesen wurde, es sollte schon nach wenigen Stunden irreversibel zer- 
stért sein, konnte in neuester Zeit durch Hiruma*) gezeigt werden, dal 
diese Ansicht nicht zu Recht besteht. Unter den geeigneten Be- 
dingungen behalten Thrombinlésungen wochenlang ihre gerinnungsaus- 
lisenden Ei:genschaften. 


Zweck dieser Untersuchungen war nun, festzustellen, ob neben 
der bekannten Lauge-Saurereaktivierung inaktiver Sera noch mit 
anderen Methoden dasselbe Ziel erreicht werden kann. Sollte dies der 
Fall sein, so wire denkbar, auf Grund der verschiedenen Reaktivierungs- 
methoden einen niheren Einblick in die Vorgiinge beim Altern der 
Thrombinlésungen zu gewinnen. 

Als Thrombinlésung benutzten wir Pferdeserum, als Gerinnungs- 
reagens Fibrinogenlésungen aus Pferdeblut, nach Hammarsten dar- 
gestellt. In allen Versuchen wurde | ccm Fibrinogen mit 1 cem Serum 
gemischt. Die Fibrinogenlésungen wurden vor dem Versuch auf Stabi- 
litat wie friiher gepriift. 

Zuniachst fiel uns die verschiedene Wirkungsdauer der einzelnen 
Sera auf. Die Angaben Hiruwmas kénnen wir bestitigen. Die Sera 
wurden im Eisschrank aufbewahrt, teilweise iiber Toluol bzw. Paraffin. 
Die von Hiruma betonte giinstige Beeinflussung des Toluolzusatzes 
trat in unseren Versuchen nicht deutlich in Erscheinung. Es diirfte 
dies jedoch darauf zuriickzufiihren sein, daB wir in unseren Versuchen 
nicht das quantitative Reihenverfahren Wohigemuths durchfiihrten, 
das schon geringe Wirkungsdifferenzen aufdeckt. Fiir unsere Frage- 
stellung war es véllig geniigend zu entscheiden, ob ein Serum tiberhaupt 
noch gerinnungsauslésende Eigenschaften besitzt. Worauf diese zeitlich 
verschiedenartige Wirkung der einzelnen Sera, trotzdem daB dieselben 
unter durchaus gleichen Bedingungen gehalten wurden, beruht, ver- 
mégen wir nicht zu entscheiden. Die Kurven der Abbildungen | bis 4 


') Diese Zeitschr. 11, 1908. 

*) Ebendaselbst 50, 1913. 

*) Journ. of Physiol. 38, 1908. 
4) Diese Zeitschr. 189, 1923. 














158 B. Stuber, F. Focke u. Chien Shen: 


orientieren tiber die mannigfachen zeitlichen Schwankungen in der 
Wirkungsdauer der einzelnen Seren. 

Jedenfalls mub Hiruma zugestimmt werden, daB von einer be- 
sonderen Labilitdt des gerinnungserzeugenden Agens des Serums keine 
Rede sein kann. So ist in Abb. 3 die Wirkungskurve eines Serums 
angegeben, das 65 Tage lang seine urspriingliche Wirkung beinahe 


konstant behielt und erst vom 75. Tage an unwirksam wurde. Wir 
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hatten sogar einzelne Sera, deren Wirksamkeit sich auf 3 bis 4 Monat 
erstreckte. Bestimmte Beziehungen der H*+-lonenkonzentrationen der 
Sera zu ihrer Wirkungsweise etwa derart, daB sich mit abnehmender 
Serumwirkung regelméiBig auch typische Anderungen der H*-Ionen- 
konzentrationen feststellen lieBen, konnten wir nicht finden. Es zeigt’ 
sich vielmehr keine Parallelitdt zwischen H*-lonenkonzentration und 
Serumwirkung. Einzelne Sera erhalten sogar bis in das unwirksame 
Stadium hinein die H*-Ionenkonzentration auffallend konstant. Die 
Verinderungen, die die Unwirksamkeit des Serums _herbeifiihren. 
driicken sich also keineswegs in einer konstanten Verschiebung der 
H*-lonenkonzentration aus. Wir verweisen diesbeziiglich auf die 
Tabelle I. 
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Tabelie I. 
Serum Pu ” Bigenschaften 
A ag eee 74 + 
epee era 75 — 
oe te ek 7,3 — 
aie io 77 + 
ene 7,2 + 
AeA ee 7,1 +4 
G 76 +++ 


2. tt 3-8 


Bei einzelnen Sera machten wir die Beobachtung, dab die gerinnungs- 
auslésende Wirkung beim Stehen in den nachsten Tagen zunimmt, dabei 
zeigte sich eine Abnahme der H*-lonen- 
konzentration mit Steigerung der Wirkung, 4 “Jonenkonzentraton 
dann von [H]* 10-*4 an plétzlich o> 9° 9? 9? 
rascher Wirkungsabfall mit ebenso raschem 
Vorriicken der Reaktion nach der alka- 
lischen Seite. Abb. 5 gibt diese Wirkungs- 
weise wieder. 

Da diese Erscheinungen jedoch 36 

: = ops Keine Gerinng 
keineswegs regelmabig beobachtet werden Abb. 5. 
konnten, so diirften Anderung in der 
H*-lonenkonzentration der alternden Sera nicht das Wesentliche 
fiir die Verschiedenheiten ihrer gerinnungsauslésenden Wirkungen sein. 

Wir priiften nun die unwirksam gewordenen Sera auf ihre Reak- 
tivierungsfahigkeit zunichst nach der bekannten Methode, indem die 
Sera mit der gleichen Menge n/10 Natronlauge versetzt wurden. Nach 
|, bis 1 Stunde wurde dann die Lauge mit der gleichen Menge 
n/ 10 Schwefelsiure neutralisiert. Meist bringen derartig reaktivierte 
Sera Fibrinogen rascher zur Gerinnung als die entsprechenden frischen 
Sera. Wir verweisen diesbeziiglich auf die tabellarische Zusammen- 
stellung aus unseren Versuchen (Tabellen Il und Ill). Dabei konnte 
zunachst festgestellt werden, daB die Dauer der Einwirkung der Natron- 
lauge auf das inaktive Serum von keiner Bedeutung ist. Auch wenn 
wir die zugesetzte Natronlauge sofort neutralisierten, trat regelmabig 
Reaktivierung eir,. Besonders auffallend war uns aber der Nachweis, 
da®B éfters eine Reaktivierung auch dann gelingt, wenn man die ent- 
sprechende Menge Natronlauge zuerst mit Schwefelsiure neutralisiert 
und dann rasch das Gemisch zum Serum zufiigt. Jedoch gelingt dies 
nicht mit jedem Serum, es scheint dafiir ein bestimmter Grad der 
Zersetzung nétig. Das Wegfallen eines zeitlichen Faktors der Natron- 
laugeeinwirkung scheint uns deshalb bemerkenswert, weil die Ansicht 
geiuBert wurde, die Natronlauge bewirke eine Lésung der Thrombin- 
adsorption an die SerumeiweiBkérper und dadurch das erneute Aktiv- 
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werden solcher Lésungen. Diese Ansicht diirfte nach obigem Befunde 
jedenfalls nicht fiir alle inaktiven Sera zutreffen. 


Tabelle 11. 





Gerinnungszeiten 
Art der Reaktivierung ‘ — csaeademh ionmenme - 
Serum | Serum II Serum II] | Serum IV Serum V 


n/l0 Natronlauge spdie mui, 


a tae Schwefelsaure . 38’ tivierbar 47’ 2h 18’ 
Chloroform ...... 26' e 30’ 40’ 15’ 
SR ee ee ee 6h js 6h 4h 4b 
—-— i.e 6h es Gh 4h 4h 
Mieseumur . wt tl 6h o 6h 4h 4h 
al) se ag & 6h me 6h 5h 4h 
Durch Dialyse. .... — nach 4h 6h 2h 50’ 2h 34’ 
Durch Thrombindarstellung nach 

Alex. Schmidt perros —_ 40’ 58’ 1b 10" 4h 2h 


fallung. . . . 
Das Fibrinogen hatte 4prom. Albumin und 1,3proz. NaCl-Gehalt. 


Im weiteren Verfolg unserer Untersuchungen konnten wir fernerhin 
den Nachweis erbringen, dal} die verschiedensten Methoden die Reak- 
tivierung inaktiven Serums bewirken. Wir schiittelten inaktives Serum 
mit Chloroform aus. Nach Absetzen im Scheidetrichter wurde das 
Chloroform abgelassen. Das ausgeschiittelte Serum iiber Paraffin so 
lange evakuiert, bis kein Chloroform mehr nachweisbar war. Ein 
derartig mit Chloroform ausgeschiitteltes Serum wirkt nun wieder sehr 
intensiv, es wirkt sogar meist stirker, als dasselbe mit Natronlauge- 
Schwefelsiure reaktivierte Serum. Der Gedanke, daB das Chloroform 
dem inaktiven Serum hemmende Substanzen entziehe, war naheliegend. 
Dementsprechend wurden die Chloroformausziige im Vakuum ge- 
trocknet, dann die Riickstaénde in physiologischer Kochsalzlésung 
emulgiert. Diese Emulsionen wurden nun einer Thrombinlésung in 
steigenden Mengen zugesetzt und gepriift, ob dadurch eine Verzégerung 
der Thrombin-Fibrinogengerinnung eintritt. Das war jedoch niemals 
der Fall. Die Wirkung des Chloroforms muB also in anderer Richtung 
liegen. 

Weiterhin konnten wir noch feststellen, daB die Ausschiittelung 
inaktiver Sera mit Kaolin, Talkum, Kieselgur und Tierkohle vielfach 
dieselben wieder wirksam macht. « Die Priparate wurden vor dem 
Gebrauch kalk- bzw. séurefrei gewaschen. Nach beendeter Aus- 
schiittelung wurde das Adsorbens durch scharfes Zentrifugieren entfernt. 
Der zeitliche Effekt ist bei den verschiedenen Adsorbenzien kein gleich- 
artiger. Kieselgur wirkt oft da noch, wo die anderen Adsorbenzien 
versagen. Wir verwendeten durchschnittlich 1 bis 2g Adsorbens auf 
l0cem Serum. Jedoch lassen sich diesbeziiglich keine bestimmte 
Regeln aufstellen. Bei dem ungleichmaBigen Verlauf der Zersetzungs- 
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prozesse in den einzelnen Seren (Abb. 1 bis 4) ist das verstandlich. 
Es muB das quantitative Optimum fiir jedes einzelne Serum erst durch 
Vorversuch festgestellt werden. Auch die Dauer des Ausschiittelns 
ist von EinfluB. Am haufigsten erreichten wir die besten Resultate 
bei kurzer Schiittelung von | bis 10 Minuten. Einigemal muBte fiir 
Erreichung der optimalen Wirkung eine halbe Stunde geschiittelt werden. 
Worauf diese Verschiedenheiten in der Erzielung des Effekts beruhen, 
vermégen wir zurzeit nicht zu entscheiden. Zu langes Schiitteln stért 
die Reaktivierung, wohl dadurch, daB dabei auch gréBere Mengen 
der Serumeiweibkérper zum Verlust kommen. Wir méchten noch 
bemerken, da® irgend ein Zusammenhang zwischen inaktivem Serum 
bzw. reaktiviertem Serum einerseits und proteolytischer Tatigkeit im 
Sinne Stephans nicht festgestellt werden konnte. Wir konnten nur 
bei den durch Chloroform reaktivierten Seren eine eben nachweisbare 
EiweiBverdauung (Methode Miiller-Jochmann) feststellen. Wahrend 
alle anderen reaktivierten Seren ein negatives Ergebnis lieferten. 

Diese von uns festgestellte Tatsache der Reaktivierung inaktiver 
Sera durch Ausschiitteln mit Adsorbenzien erscheint uns deshalb be- 
merkenswert, da diese Methoden sonst gerade in entgegengesetzter 
Richtung, zur Jnaktivierung aktiver Fermentlésungen, Verwendung 
finden. DaB durch ein derartiges Ausschiittelungsverfahren die hypo- 
thetische Thrombin-EiweiBadsorption etwa gesprengt werde, erscheint 
uns physikalisch schwer erklirbar. Viel mehr Wahrscheinlichkeit 
diirfte die Anschauung haben, daB die Adsorbenzien gerinnungs- 
hemmende Stoffe, die in den alternden Seren autolytisch, eventuell 
auch bakteriell sich bilden, entfernen. In dieser Ansicht bestiarkten 
uns weitere Versuche. Es lieB sich namlich zeigen, daB durch Dialyse 
ebenfalls eine Reaktivierung inaktiver Sera méglich ist. Die Dialyse 
wurde in salzfrei gewaschenen Pergamenthiilsen (Schleicher und Schiill) 
gegen destilliertes Wasser vorgenommen. Die Dauer der Dialyse, um 
wirksame Sera zu erhalten, ist fiir die einzelnen Sera verschieden lang, 
immer mehrere Tage bei haufigem Wasserwechsel. Es miissen also 
tatsaichlich durch die Dialyse hemmende Substanzen entfernt werden. 
Das konnten wir auch dadurch beweisen, daB die AuBenfliissigkeit. 
auf wenige Kubikzentimeter im Vakuum eingeengt, eine deutliche 
Hemmung auf die Thrombin-Fibrinogengerinnung in der oben an- 
gegebenen Durchfiihrung zeigte. 

AuBerdem konnte nun noch in weiteren Untersuchungen eine 
unseres Erachtens besonders bemerkenswerte Tatsache festgestellt 
werden. Aus allen inaktiven Seren lat sich durch Fallen mit A/kohol/ 
nach Alexander Schmidt voll wirksames Thrombin darstellen, und zwar, 
und das scheint uns besonders wichtig, auch aus vdllig zersetzten Seren. 
bei denen eine Reaktivierung mit keiner Methode mehr méglich ist. 
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Wir sehen darin eine weitere Stiitze fiir unsere schon friiher geauberte 
Ansicht, daB die gerinnungsauslésende Wirkung des Serums und des 
Thrombins von Alexander Schmidt miteinander nicht identisch sind. 
DaB also aus dem gleichen Endeffekt nicht auch auf dasselbe wirksame 
Agens geschlossen werden darf. Nachdem die Chloroformausschiittelung 
und Alkoholfaillung inaktiver Sera zu giinstigen Resultaten fiihrte. 
haben wir weiterhin noch die Ausschiittelung mit Ather und Schwefel- 
kohlenstoff und die Fiallung mit Aceton versucht, auch mit diesen 
Methoden gelangten wir zu positiven Ergebnissen. 

Wie aus Tabelle III zu ersehen ist, sind, wie bei der friiher er- 
wahnten Ausschiittelung mit Adsorbenzien, nicht alle inaktiven Sera 
mit simtlichen Methoden reaktivierbar. Auch dafiir diirfte die ver- 
schiedene Art bzw. Schnelligkeit der Zersetzung der einzelnen Sera 
maBgebend sein. Im allgemeinen lieBen sich alle die Sera, die mit der 
iiblichen Natronlauge-Schwefelsiuremethode gut reaktivierbar waren, 
auch mit den tibrigen Methoden wieder wirksam machen. Versagte 


Tabelle III. 





Gerinnungszeiten 
Ne. Resktiviesung mit Inaktives Inaktives Inaktives Inaktives 
Serum VI | Serum VII | Serum VIII) Serum IX 
1 n/l0 NaOH aa 30 Min. + 1/10 H.SO, + 10 Stdn. 
2 n/lONsOH . 2 . +n/l0 HySO, 4M... 
3 n/l0NaOH , 10 , + n/10 H,SO, +10 , 
4 n/l0NaOH . 5 . + n/10 H,SO, 4.10 
5 n/l0NaOH . 1. +n/10 HSO, 7S 
6 n/l10 NaOH , sofort + n/10 HySO, +10 , 
7 Trockenserum in Substanz..... . + 6 Stdn. + 26 Stdn. 
8 bs . Sproz.Lésung ... +48 ~. + 24 Stdn. + 48 
9 Mit Chloroform ausgeschiittelt .... 4-10 , + 45Min. + 30 Min. 
10, Ather . a + 8 Stdo. —_— 
11 . Schwefelkohlenstoff , yer +6, — 
12. . Kohle é Sata — — +72 , 
13°. Kaolin ‘ cone ate) = +R... 
14. Kieselgur +60 , = +72 . 
15. Chloroform auageschiittelt nde ge: 
trocknet, in 5 proz. Lésung . + 2 ,. |+ 1Sed. 
16 =. Schwefelkohlenstoff ausgeschiittelt, ae 
dann getrocknet, in 5proz.Lésung +- v | 
of Alkohol gefalitalsTrockensubstanz + 6 , + 1 , +5 , 
gs . . . in Sproz,Lésung. + Std + 1 , 
9 . Rests gefallt als Trockensubstanz +10 . 
20 =, CaSO, ausgeschiittelt ..... . + 24 Stdn. + 24Stdn. +48 . 
21 =. Ather getrocknet, in 
5 proz. i ye ae +10 , 


Die Fibrinogenlésung hatte 5prom. Albumen und 4,5proz. NaC. 
Es wurde immer auf 1 ccm Fibrinogen | cem reaktiviertes Serum zugesetzt, 


bzw. 0,1 bis 0,2g¢ Trockensubstanz. + = vollstiindige Gerinnung. 
= Keine Gerinnung. TLeere Zeile = entsprechender Versuch nicht 


anyestellt. 
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alles, auch die Natronlauge-Schwefelsiuremethode, so war aber immer 
noch die Ausschiittelung mit Chloroform und Fdllung mit Alkohol voll 
wirksam. 

Wir betonen nochmals, Monate alte, absichtlich bei Zimmertempe- 
ratur in offenem GefaiB stehende Sera, die infolgedessen véllig verfault 
waren und mit keiner Methode mehr reaktiviert werden konnten, 
lieferten regelmadBig noch wirksames Thrombin: nach der Alkoholmethode 
Alexander Schmidts. Da® in derartig alten, véllig zersetzten Seren 
noch ein reaktivierbares Ferment vorhanden sein sollte, widerspricht 
allem, was wir iiber Fermente wissen. Daf trotzdem aus solchen 
fauligen Lésungen ein vollig wirksames Alkoholprazipitat darstellbar 
ist, das spricht unserer Meinung nach unzweideutig gegen die Ferment- 
natur des Thrombins und tiberhaupt gegen seine biologische Bedeutung. 
Man miiBte sonst wirklich fiir das sogenannte Thrombin ganz besondere, 
allem sonstigen Fermentverhalten zuwiderlaufende Gesetze aufstellen. 
Dieses von uns aufgefundene verschiedene Verhalten der einzelnen 
inaktiven Sera betreffs ihrer Reaktivierung, auf der einen Seite die 
Ausschiittelung mit Adsorbenzien und Dialyse, auf der anderen Seite 
die Alkohol-Acetonfallung und Ausschiittelung mit Chloroform, lieB uns 
als Ursache der Reaktivierung neben einer Entfernung hemmender 
Stoffe auch an dehydrierende Momente denken. 

Wir versuchten es zunachst mit der einfachen Trocknung inaktiver 
Sera. Dieselbe erfolgte méglichst rasch im Vakuum Das Trockenserum 
wurde dann teilweise als Pulver, teilweise als 5proz. Lésung in 0,9 proz. 
kalkfreier Kochsalzlésung dem Fibrinogen zugesetzt. Auch damit 
gelang uns in vielen Fallen eine Reaktivierung auch bei solchen Seren, 
wo Natronlauge-Schwefelsiure versagte. Dabei wirkte das Trocken- 
serum in Substanz rascher als seine Lésung in Kochsalz. Ubrigens 
eine Beobachtung, die uns auch vom frischen Serum her schon lange 
bekannt ist. So besitzen wir ein frisches Trockenserum, das uns in 
liebenswiirdiger Weise von Geheimrat Straub mit seinem Zerstaubungs- 
verfahren in 7 Minuten getrocknet wurde, dasselbe bringt Fibrinogen- 
lésungen in 2 Minuten zu kompletter Gerinnung, wahrend dasselbe 
fliissige Serum dazu Stunden gebrauchte. Diese besonders giinstige 
Beeinflussung der raschen Trocknung findet sich also auch beim in- 
aktiven Serum beziiglich seiner Reaktivierung. 

DaB bei dieser Trockenreaktivierung die Wasserentziehung das 
MaBgebende ist, zeigten uns weitere Versuche mit Gips. Wir schiittelten 
inaktive Sera mit Gips aus, zentrifugierten dann den Gips ab. Auch 
dadurch gelang uns vielfach eine Reaktivierung inaktiver Sera 
(Tabelle II). 

Bei der iiblichen Reaktivierung der inaktiven Sera wird zur Neutra- 
lisation Schwefelsiure benutzt. Die stark entquellende Wirkung der 


us? 
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Schwefelsiure ist bekannt. Es wurden nun entsprechend der Hof- 
meisterschen Reihe zur Neutralisation noch andere Sauren heran- 
gezogen, so die Citronensiure, Weinsiure, Essigsiure, Salzsiure und 





Salpetersaure. 
Tabelle 1V. 
Gerinnungszeiten 
Ne. Reaktivierung Inaktives Inaktives 
Serum VIII Serum IX 
1 aan lO NaOH 30 Min. + 1/10 Schwefelsiure + 6 Stdn. + 4 Stdn. 
2 ., nloNaQOH 30 . +n /10Citronensture +7 = , + § 
3. , nlONaOH30 . + n/10 Essigsaure . + oe 
4, .,n/lONaOH30 , +n/10 Weinsiure,. . + 7')/,, + Sly, 
5 ., nlONaOH 30 , +n 10 Salzsaure . . sae +7 , 
6 , nlONaOH 30 . + n/10 Salpetersiiure — -7 . 


Wie aus Tabelle [V ersichtlich ist, gelingt auch mit diesen Sauren 
eine Reaktivierung. Die Wirkung laéBt sich in abnehmender Reihe 
wie folgt darstellen: 

SO, > Citrat Tartrat > Acetat > Cl > NO,. 

Wir finden also beziiglich der Reaktivierung inaktiver Sera eine 
dihnliche Anionenreihe wie bei der Entquellung. Beziiglich der Kationen 
lieB sich Na durch K und Ca ersetzen, nicht durch Ba und Mg. 

Zusammenfassend kommen wir auf Grund unserer Untersuchungen 
zu folgenden Ergebnissen: Wir miissen bei der Reaktivierung inaktiver 
Sera zweierlei Methoden unterscheiden, die eine bezweckt die Ent- 
fernung gerinnungshemmender Stoffe (Dialyse, Adsorbenzien), die andere 
bewirkt eine Dehydrierung der SerumeiweiBkérper (Saureneutralisierung 
im Sinne der Hofmeisterschen Reihe, Alkoholfallung. Trocknung, 
(hloroformausschiittelung usw.). 

Das der AlterungsprozeB einzelner Seren verschieden verlauft 
nach der Art der Konservierung, je nachdem hakterielle oder auto- 
lytische Prozesse im Vordergrund stehen, ist verstandlich. Dement- 
sprechend werden auch nicht nur quantitativ, sondern auch qualitativ 
verschiedene Abbauprodukte in den einzelnen Seren sich vorfinden, 
und man darf sich deshalb nicht wundern, daB nicht bei allen Seren 
simtliche Reaktivierungsmethoden reproduzierbar sind, sondern dab 
von Fall zu Fall die Methoden variieren. .Es ware durchaus méglich, 
dab auch hier Differenzen zwischen den einzelnen Tierarten bestehen. 
Wir kennen, um nur einen Punkt herauszugreifen, die verschiedene 
GréBe des Eiweibquotienten im Blute verschiedener Tiergattungen. 
Wir werden demnichst auf die Bedeutung des Albumin-Globulin- 
verhaltnisses fiir den Ablauf des Gerinnungsprozesses besonders hin- 
weisen. Derartige Verschiedenheiten diirften auch beim Alterungs- 
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prozeB beziiglich der Reaktivierung vom Standpunkt der kolloid- 
chemischen Betrachtungsweise nicht unwichtig sein. 

In Anbetracht der giinstigen Wirkung des Alkohols auch in solchen 
inaktiven Seren, wo alle iibrigen Methoden versagen, scheint uns die 
Dehydrierung im ReaktivierungsprozeB an erster Stelle zu stehen. 

Wir sehen, dem Wesen der von uns aufgefundenen Reaktivierungs- 
methoden entsprechend, in dieser Reaktivierung ein physikalisches 
bzw. physikalisch-chemisches Geschehen. Unsere Ergebnisse betrachten 
wir als weiteren zwingenden Beweis fiir die Unméglichkeit des Ferment- 
charakters des Thrombins, fiir seine artifizielle Natur und seine von 
der des Serums durchaus differenten Wirkungsweise. 

Man mu doch immer bedenken, daB es sich beim Altern des 
Serums um ein absterbendes Organ handelt, in dem die verschiedensten 
Zersetzungsprozesse durcheinander gehen, damit auch den urspriinglich 
kolloidalen Zustand weitgehend andern und so wechselnde Reak- 
tivierungsbedingungen schaffen. DaB aber gerade diejenigen Methoden, 
welche die Fermentchemie sonst zum Inaktivieren der Fermentlésungen 
benutzt, im speziellen Falle des sogenannten Thrombins, die besten 
Reaktivierungsergebnisse liefern, das spricht doch ohne Zweifel gegen 
die Fermentnatur des Thrombins und zugunsten unserer Anschauung. 

Wir sehen so auf Grund unserer Untersuchungen in den ver- 
schiedenen Méglichkeiten der Reaktivierung des absterbenden Serums 
nichts anderes als zum Teil eine Entfernung durch Zersetzung des Serums 
bedingter, gerinnungshemmender Substanzen, zum gréferen Teil aber, 
in Anbetracht der besonders giinstigen Ergebnisse mit Dehydrierungs- 
methoden, eine Anderung des kolloidalen Zustandes der alternden Serum- 
eiweiBkérper. Den Begriff Metathrombin miissen wir dementsprechend, 
wie den des Thrombins, auf Grund dieser Untersuchungen ablehnen. 








Studien iiber Cholesterin und seine Ester. II. 
Von 
E. Keeser. 
(Aus dem pharmakologischen Institut der Universitat Berlin.) 


(Eingegangen am 28. Januar 1925.) 


I. 

Friihere Untersuchungen (1) zeigten, dai die Affinitat der Chol- 
esterinester zu Wasser mit zunehmender Kohlenstoffkette zunimmt. 
so dab die hochwertigen Cholesterinester viel starker hydrophil sind 
als die niedrigen. Ferner konnte ich nachweisen, da die Cholesterin- 
ester ihre Wasseraffinitat auch den Kolloiden mitteilen, an die sie 
adsorbiert sind, so daB diese Kolloide durch die hochwertigen Chol- 
esterinester weit weniger als durch die niedrigen sensibilisiert werden. 

In Fortsetzung dieser Untersuchungen gelang es, an einem Beispiel 
die Bedeutung der Art des Kations, mit dem sie ein Salz bilden, fiir 
die physikalischen Eigenschaften der Cholesterinester zu zeigen. Nach 
Mandel und Neuberg (2), die das K- und das Na-Salz der Cholesteryl- 
schwefelsiure darstellten, ist namlich das K-Salz schwerer léslich als 
das Na-Salz. Ich stellte von diesen beiden Salzen die Sole dar und 
beobachtete die sensibilisierende Wirkung der millimolaren Sole auf 
ein Schwefel- bzw. Arsentrisulfidsol. 





com ccm ccm ccm com ccm ccm 
As,§8,-Sol .. 5 5 5 5 5 5 5 
K-( ‘holestery Isulfatsol . 5 5 5 5 5 5 5 
+ Aquadest. ...... 09* O02 04 0.6 O7 08 0.9 
ao Ore GMa 4s eo os 10 OS O46 O4 03 0.2 0.1 
i283 a = 5 5 5 5 5 5 5 
+ Na-C Rolestors lsulfatso! 5 5 5 5 5 5 5 
= Aqua cee var oc 00 0,2 04 0.6 07 Os 09 
i Gin Cee + 6 as a 10 Os 0.6 04 03 0.2 0.1 


Schwefelsol . . 5 5 5 5 5 5 5 
+ K-Cholestery Isulfatsol : 5 5 5 5 5 5 5 
+ Aqua Me tase 0.0 02 04 0.6 0.7 08 0.9 


' 


m/S6 CeoG@l,......) B©/| @8/| @O6 | a4! O83 @8/| @) 
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ccm ccm ccm com ccm com ccm 
Schwefelsol. ..... 5 5 5 5 5 5 5 
+ Na-Cholesterylsulfatsol 5 5 5 5 5 5 5 
+ Aqua dest....... 0.0 02 O4 0.6 0.7 08 0.9 
} mare OMG, 6k ss 10 O8 0.6 0.4 03 0.2 0.1 
+ = + + — — = 


Die Versuche zeigen, da das schwerer lésliche K-Salz der Chol- 
esterylschwefelsaure starker sensibilisierend wirkt als das entsprechende 
Na-Salz. Es gilt also auch fiir die Salze der Cholesterinester die Regel, 
daB das adsorbierte Kolloid seine Wasseraffinitat dem Kolloid mitteilt, 
an das es adsorbiert ist. Gleichzeitig stellen diese Versuche offenbar 
einen Beitrag zur Kenntnis der verschiedenartigen Ionenwirkungen 
dar, indem in dem untersuchten Falle die physikalischen Eigenschaften 
eines Sols bei Anwesenheit beider Salze der Cholesterylschwefelsiure 
von dem Verhaltnis des K- zum Na-NSalz bestimmt werden. 

In diesem Zusammenhang gewinnt auch die von Mandel und 
Neuberg (2) gefundene Tatsache toxikologisches Interesse, daB das 
Hg- und Ag-Salz der Cholesterylschwefelsiure gut lésliche Verbin- 
dungen darstellen, wihrend ihre Verbindungen mit BaCl,, FeCl,, 
ZnSO, u. a. unldslich sind. 


Il. 

Wie die mitgeteilten Versuche zeigen, sind das Cholesterin und 
seine Ester Stoffe, die auf die Kolloide des Organismus verschieden 
stark sensibilisierend wirken, und die Frage liegt nahe, ob wir auch 
Stoffe von ausgesprochen stabilisierender Wirkung besitzen und welcher 
Art diese sind. 

Nach den Untersuchungen von Fiirth (3) steigt die Dielektrizitats- 
konstante der wiisserigen Lésungen des Harnstoffs mit zunehmender 
Konzentration an, wihrend die des Harnstoffs in Substanz auBer- 
ordentlich niedrig ist; ein prinzipiell gleiches Verhalten zeigt das 
Glykokoll. 

Z. B. Harnstoff: feste Substanz D.F.K. 3,5 + 0,2. 





Gow.cPees. D. E. K. 


0.0 80,5 
9.1 85 
44.8 91,0 


Da nun eine Zunahme der D. E. K. des Mediums eine Zunahme 
der Dissoziation eines in ihm gelésten Stoffes zur Folge haben mub, 
so lag die Vermutung nahe, daB Harnstoff und Glykokoll stabilisierend 
wirken. Diese Annahme wurde durch folgende Versuche experimentell 
hestatigt : 
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ccm ccm ccm com ccm ccm 

As, 8,-Sol i we.” eS 6 laws @ ae 5 5 5 5 5 5 
ee 8 8 s s 8 8 
+ Aqua dest. ......... 5 4 3 2 1 0 
+ Harnstoff (20proz.).... . 0 1 2 3 4 5 
++ + a = a - 

Schwefelsol ......... 5 5 5 5 5 5 
Se ae A car ae ie 2 2 2 2 2 2 
+ Bowe Gah 6 cs 5 4 3 2 l 0 
+ Harnstoff (20 proz.)..... i) l 2 3 4 5 
NE ks 6 Bie i OG 5 5 5 a 5 5 
I, nV < enires5i, inser. a 7 7 3 7 7 7 
5 8 6 0.8 oe « 5 4 3 2 I 0 
+ Glykokoll (10 proz.). . . . . 0 | 2 3 4 5 
+ + a + ~ — 

Schwefelsol ....... . 5 5 5 5 5 5 
ee ea 2 2 2 2 2 2 
Se casts ob 49% 5 4 3 2 I 0 
0 l 2 3 4 5 


+ Glvkokoll (10 proz.). . . . . 


t 
Ht 
| 


DaB die Ergebnisse dieser Versuche auf eine durch Harnstoff 
bzw. Glykokoll bewirkte Erhéhung der D. E. K., die zu einer starkeren 
Dissoziation der gelésten Kolloide, infolgedessen zu einer starkeren 
Aufladung der einzelnen Partikeln und dadurch zu einer Stabilisierung 
fiihrt, zuriickzufiihren sind, ist zwar durch die geschilderten Unter- 
suchungen noch nicht erwiesen, doch méchte ich diese Erklarung als 
Deutungsméglichkeit nennen. Es wiirde sich dann hier um das Gegen- 
stiick zu den bekannten Versuchen von Freundlich und Rona (4) handeln, 
die eine Sensibilisierung des Fe(OH),-Sols bei Alkoholzusatz beob- 
achteten und die Ursache hierfiir in einer Herabsetzung der D. E. kK. 
an der Oberfliche der Kolloidteilchen infolge einer Adsorption des 
kapillaraktiven Alkohols erblicken. 

Eine andere Deutungsméglichkeit ergibt sich aus den Versuchen. 
die Neuberg (5) iiber die sogenannten hydrotropischen Erscheinungen 
angestellt hat und els deren Ursache er physikalische sowie chemische 
Krafte ansieht. Ich méchte annehmen, daB es sich hierbei um die 
<ntstehung von neuen chemischen Verbindungen, sogenannten Komplex- 
oder Additionsverbindungen handelt, zu deren Bildung organische 
Molekiile —- vor allem, wenn sie CO- oder NH,-Gruppen enthalten — 
neigen. Da® speziell Harnstoff die Fahigkeit besitzt, die Léslichkeit 
einer Substanz zu erhéhen, ist eine schon lange bekannte Erfahrungs- 
tatsache. Neuerdings (6) ist wieder auf die léslichkeitserhéhende 
Wirkung des Harnstoffs der Harnsiure gegeniiber hingewiesen worden. 
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und Weintraut (7) bezeichnet das Verhaltnis Harnsaure : Harnstoff im 
Urin geradezu als den ,,Koeffizienten der harnsauren Diathese™. 

Es ist hier nicht der Ort, die weiteren, physikalisch-chemischen 
Untersuchungen, die zur Deutung der obigen und der im folgenden 
zu schildernden Befunde iiber das Verhalten des Harnstoffs sowie 
des Alkohols angestellt wurden, zu besprechen; sie werden an anderer 
Stelle mitgeteilt. 

Ill, 

In Fortsetzung meiner Cholesterinuntersuchungen priifte ich den 
Einflu8B von Alkohol auf Cholesterin und seine Ester, indem ich Leit- 
fahigkeitsversuche anstellte, die mit Leitfahigkeitswasser bei 18°C 
ausgefiihrt wurden. Zur besseren Ubersicht wurden die x-Werte mit 
10000 multipliziert. 

20cem Aqua + 0,01 g Cholesterin: « = 0,241. 
a) Athylalkohol. 
20 cem Alkohol ( 2,50 proz.) (x = 0,105) 0,01 g Cholesterin (* 0,592) 


20 ,. (10,0 ,, ) (« = 0,105) + 0,01 g ss (x = 0,399) 
 . . (25,0  ., ) (« = 0,108) + 0,01 g ts (x = 0,242) 
20 ,, “ (50,0 » ) (* = 0,109) + 01g - (% O,L19) 
a « ie (99,8 » ) (# = 0,112) + 001g bs (* O,115) 


b) Alkohole der homologen Reihe. 
20 cem Methylalkohol (5 proz.) (* = 0,0936) + 0,01 g Cholesterin (x = 0,516) 








20 ,, Athylalkohol (5 ,, ) («=0,105) + 0,0lg mt (x 0.528) 
20 ,, Propylalkohol (5 ,, ) (¥ = 0,115) + 001g - (* 0,568) 
20 ,, Isopropylalk. (5 ,. ) (x O,117) + OOlg , (% O.573) 
20 ,, Butylalkohol (5 ,, ) ( = 0.120) + 0,01¢ - (x = 0,663) 
com con cm ccm 
Cholesterinsol . . 20,0 19.9 19.8 19.7 
+Athylalkohol .. . 0.0 01 0.2 03 
x O38 1 x 0.520 x 0.441 x O.363 
Cholestery]- 
_ palmitatsol . . 20,0 19,9 19.8 19,7 
+ Athylalkohol . . . 0.0 0.1 02 03 
x 0.405 x 0.833 x 0.428 x 0.254 
ecm Aqua dest. 20,0 20.0 19.9 19.5 19.0 18.0 
+ecem Athylalkohol . . 0.0 0.1 05 10 20 


1+ 0,01 g Cholesterin »~—0,299 ~-— 0.942 x O801 «x -0.740 x — 0,660 


II + 0,01 g Cholesteryl- 
benzoat. .... *--0303 «— 1.260 +—0356 +—0,.289 «— 0,197 


III + 0,01 g Cholestery!l- 
palmitat. . . . . x 0,296 *x—0,779 x-—0,292 x—0236 «~~ 0,149 


Wie die Versuche zeigen, erhéhen die genannten Alkohole in zu- 
nehmender Konzentration die Leitfahigkeit des Cholesterins und seiner 
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Ester abnehmend stark: in hohen Konzentrationen setzen sie ihre 
Leitfahigkeit, d. h. also auch ihren Dissoziationszustand herab. Da 
ich vermutete, daB die Ursache fiir diese Wirkung des Alkohols darauf 
beruht, daB er in kleinen Mengen den Solvatationszustand des Chol- 
esterins und seiner Ester erhéht, ermittelte ich die Fallungswerte ihrer 


aiquimolaren Sole mit und ohne Alkoholzusatz. 








ccm ccm com ccm 

Cholesterineol . .. «+. + 10 10 10 10 
oS a O38 06 04 0,2 
Pee ee o.6 @ &..5 > 4% 0.2 4 0.6 O8 
I +0O,lecm Aqua ..... + + - _ 
11 +90,1 ,, Alkohol .... -- —- — —- 
com com ccm com 

Cholesterinsol . ...... 10 10 10 10 
4 ae 1,0 08 0,6 O4 
Pre 6 «6 5 ess 00 0.2 04 0.6 
I + 0,05cem Aqua... . . — grobe Fallung | Fallung | Triitbung _- 
IT +-0,05 ,, Alkohol . . . . — flockige Tribg. | Triibung — — 


Die Versuche ergeben eine Zunahme der Stabilitét der Sole bei 
Zusatz von Alkohol. Im Zusammenhang mit den Ergebnissen der 
Untersuchungen iiber die Beeinflussung der Leitfahigkeit dieser Sole 
durch Alkoholzusatz muB demnach seine Wirkung im Sinne einer 
Peptisation des Cholesterins und seiner Ester gedeutet werden. Die 
Wirkung des Alkohols, die D. E. K. und damit die Dissoziation in 
ihm geléster Stoffe herabzusetzen, iiberwiegt erst in héheren Konzen- 
trationen seinen peptisierenden Einflu8 auf das Cholesterin. 

Diese Befunde geben die Erklirung fiir gewisse, schon bekannte 
physiologische Beobachtungen. Ducceschi (8) fand namlich bei Menschen 
und Hunden eine wesentliche Vermehrung des Cholesteringehalts des 
Blutes nach Alkoholdarreichung. Ferner beobachtete er eine deutliche 
Zunahme der Fettsiuren, schwacher und nicht konstant eine solche 
der Phosphatide. Dieser letztere Befund steht iibrigens im Gegensatz 
zu den Untersuchungsergebnissen von Sieber (9), der bei Hunden, die 
langere Zeit Alkohol erhielten, eine starke Abnahme des Phosphatid- 
gehalts fast aller Organe beobachtete. Die Tatsache, daB das, was 
unter dem Namen Lecithin zusammengefaBt wird, keinen einheitlichen, 
chemisch wohldefinierten Kérper darstellt, ist der Grund dafiir, dai 
ich es in den Bereich der vorstehend geschilderten Versuche zunichst 


nicht einbegriffen habe. 


Zusammenfassung, 
1. Die Sole des Cholesterins und seiner Ester teilen ihre Wasser- 
affinitat dem Kolloid mit. an das sie adsorbiert sind. 
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2. Die Art des Kations, mit dem die Cholesterinester ein Nalz 
bilden, ist von Bedeutung fiir ihre physikalischen Eigenschaften. 

3. Der Zusatz von Harnstoff oder Glykokoll erhéht die Stabilitat 
eines Arsentrisulfid- bzw. Schwefelsols. 

4. Methyl-, Athyl-, Propyl-, Isopropyl- und Butylalkohol erhéhen 
in zunehmender Konzentration die Leitfahigkeit der Sole des Chol- 
esterins und seiner Ester abnehmend stark: in hohen Konzentrationen 
setzen sie ihre Leitfahigkeit, d. h. also auch ihren Dissoziationszustand, 
herab. 

5. Die Stabilitat der Sole des Cholesterins und seiner Ester wird 


durch Alkoholzusatz erhéht. Hieraus wird im Zusammenhang mit 
den unter 4. angegebenen Befunden geschlossen, dai die Wirkung des 
Alkohols im Sinne einer Peptisation des Cholesterins und seiner Ester 
gedeutet werden mul. 
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Zur Mikrobestimmung des Blutzuckers. 


(Erwiderung auf die Arbeit von C.J. Diaz und B.S. Cuenca. 
diese Zeitschr. 158, 97.) 


Von 
K. Dresel und H. Rothmann. 
(Aus der II. medizinischen Universitiitsklinik der Charité, Berlin.) 


(Eingegangen am 30. Januar 1925.) 


Diaz und Cuenca geben an. daB es ilmen nicht gelungen ist, mit der von 
uns!) fiir die Hagedorn- und Jensenschen Blutzuckerbestimmung vorge- 
geschlagenen Blattchenmethode Werte zu erhalten, die den mit Hilfe der 
Pipette gewonnenen Werten entsprechen. Sie erhielten zu niedrige und 
niemals iibereinstimmende Resultate und fiihren dies darauf zuriick, daB 
der Zucker aus den Blittchen infolge der EiweiBfillung nicht véllig extra- 
hiert wird. Dementsprechend konnten sie auch nach Zerkleinerung der 
Blattchen den zuriickgebliebenen Zucker nachweisen. 

Wir haben uns daraufhin vergeblich bemiiht, Bedingungen heraus- 
zufinden, unter denen unsere Methode falsche Resultate ergibt. Wir haben 
mit Blut und mit Serum gearbeitet und immer vorziigliche Resultate er- 
halten. Wir haben uns Blittchen von verschiedenen Fabriken beschafft 
[Leitz, Schleicher u. Schiill (Diiren)] und haben immer dann richtige, d. h. mit 
den Pipettenbefunden iibereinstimmende Werte erhalten, wenn die Blittchen, 
wie das zumeist der Fall ist, untereimander gleich groB waren und gleiche 
Leerbestimmungen ergaben. 

Inzwischen sind unsere Befunde von Dingemanse*) aus dem Amster 
damer pharmakotherapeutischen Institut aufs einwandfreieste durch mehr 
als tausendfache Untersuchungen bestatigt worden. Wir hitten danach 
kaum noch Veranlassung genommen, den Herren Diaz und Cuenca zu 
erwidern, wenn es uns nicht bei dem Suchen nach dem Fehler, der den 
spanischen Autoren doch anscheinend unterlaufen ist, gelungen ware, einen 
weiteren Vorteil der Blattchenmethode zu finden. Es hat sich gezeigt. 
daBi die Exaktheit der Blutzuckerbestimmung nicht darunter leidet, wenn 
man das Blut in den Bliattchen eintrocknen Ja8t und die Bestimmung 
erst einige Tage spiater vornimmt. Noch 4 Tage nach der Blutentnahme 
(linger wurde nicht gewartet) erhielten wir absolut den gleichen Wert wie 


1) Diese Zeitschr. 146, 538, 1924. 
2) Ebendaselbst 154, 483, 1924. 
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hei sofortiger Bestimmung. Die in fliissigen Medien sehr bald eintretende 
Glykolyse wird also durch die Eintrocknung verhindert, und beim Kochen 
geht nachher der Zucker véllig aus den Blattchen heraus. 

Die Bedeutung dieses Befundes einmal! besonders fiir den Praktiker, 
dann aber auch fiir das wissenschaftliche Laboratorium liegt auf der Hand. 
Der Praktiker kann das Blut seiner Patienten zur Zuckerbestimmung an 
eine Untersuchungsstelle senden, und im Laboratorium kénnen die Bliittchen 
eimes sich eventuell iiber 24 Stunden und linger erstreckenden Versuchs 
gemeinsam auf ihren Zuckergehalt gepriift werden. 

Wir sind den Herrn Diaz und Cuenca dankbar, dai wir durch die 
Nachpriifung ihrer Arbeit auf diesen groBen Vorteil der Blattchenmethode 
aufmerksam gemacht worden sind, sind aber auBerstande, zu sagen, welcher 
Fehler ihnen bei ihren Bestimmungen unterlaufen ist. 











Untersuchungen zur Frage der Wasserbindung 
in Kolloiden und tierischen Geweben. 


Von 
F. Thoenes. 


Aus der Universitits-Kinderklinik Leipzig.) 


(Kingegangen am 2. Februar 1925.) 


Das Studium der Lebensvorgiinge unter physiologischen und 
pathologischen Verhiltnissen hat die Forschung in den letzten Jahr- 
zehnten auf den Wert physikalisch-chemischer, speziell kolloidchemischer 
Betrachtungsweise hingefiihrt und die Bedeutung einer normalen 
physikalischen Struktur des Protoplasmas fiir die Lebensfihigkeit 
der Organe neben einer normalen chemischen Beschaffenheit er- 
wiesen. 

Mit dieser Erkenntnis gewinnt die Betrachtung der fiir den Aufbau des 
Organismus notwendigen Wassermengen eine besondere Bedeutung: Aus 
einer rein quantitativ analytischen Frage ist ein physikalisch-chemisches 
Problem geworden. So kann es heute nicht mehr geniigen, nur die Menge 
des in den Geweben enthaltenen Wassers festzustellen, es gilt vielmehr zu 
klaren, in welcher Form das Wasser darin enthalten ist, d. h. in welcher 
Beziehung es zu den Teilchen des Protoplasmas steht. Mit der den An- 
schauungen der Gegenwart entsprechenden Annalime einer Sol-Ge!struktur 
des Protoplasmas diirfen wir uns von der Ubertragung der in der Kolloid- 
chemie heimischen Vorstellungen von der Wasserbindung in Kolloiden 
auf die lebende Substanz der Organe Erfolg versprechen, wenn wir dabei 
auch nicht entscheiden wollen, ob es statthaft sei, die Zellkomplexe tierischer 
Organe in restlose Analogie zu den unbelebten Geler eines Gelatine- 
Lipoidgemisches zu setzen, oder ob ,,die Anwendung der Theorien kolloider 
Lésungsgemische auf die tierischen Organe nicht doch einiger Ergiinzung 
bedarf (Fiirth). In Anlehnung an die Vorstellungen, die Wo. Ostwald bei 
der Erforschung der Wasserbindung im Torf entwickelt, kénnen wir in 
einem quellbaren System mehrere Arten der Wasserbindung unterscheiden : 
Das in gréBeren Hohlriitumen ahnlich den Poren eines Schwammes enthaltene 
Okklusionswasser und Adhisionswasser, das in Riéiumen von kapillaren 
Dimensionen festgehaltene Kapillarwasser, das durch osmotische Kriifte in 
abgeschlossenen Hohlriiumen fixierte osmotische Wasser und _ schlieBlich 
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das durch Teilchen kolloider Gréenordnung durch physikalische Krifte 
gebundene Kolloidwasser, dem noch ein gewisser Prozentsatz chemisch 
gebundenen Wassers an die Seite zu stellen ware. Die Summe der in einem 
quellbaren Kérper enthaltenen Wassermengen verschiedener Kategorie 
macht die Gesamtmenge des Quellwassers aus, das sich durch verschiedene 
Intensitat der Bindung auszeichnet, je nach dem Anteil, den die verschiedenen 
Kriifte an der Fixierung des Wassers nehmen. Die damit gegebene De- 
finition des Quellwassers als der gesamten Menge des in einem quellbaren 
System unabhingig von der Art seiner Bindung enthaltenen Wassers ist 
als wesentlich fiir die Verstandigung hervorzuheben. Nach Wo. Ostwald 
und H. Freundlich ist unter Quellung ganz allgemein die Aufnahme von 
Wasser durch feste K6érper unter Volumenzunahme, unter Entquellung 
der diesem entgegenlaufende Vorgang zu verstehen, ohne damit tiber die 
Art der Wasserbindung Niheres auszusagen. In der Biologie wird von dieser 
in der Kolloidchemie gebrituchlichen Begriffsformulierung hiiufig abgewichen 
und der Begriff der Quellung oder Entquellung identifiziert mit einer 
Vermehrung bzw. Verminderung von kolloidgebundenem Wasser. — Im 
Interesse der Einheitlichkeit halten wir es fiir richtiger, die in der al! 
gemeinen Kolloidchemie festgelegten Begriffe auch auf biologische Probleme 
zu tibertragen, wo wir es meist — soweit es sich um ganze Organe handelt 
mit héchst komplizierten Kolloidkomplexen zu tun haben. Wir werden 
also nur dann von einer Quellung oder Entquellung eines Organs zu sprechen 
haben, wenn damit eine Zunahme oder Abnahme des Wassergehalts ver 
bunden ist, und den Quellungsgrad in Ubereinstimmung damit als die 
Menge des in einem quellbaren System enthaltenen Wassers in Beziehung 
zur Einheit der Trockensubstanz zu definieren haben (Kapazitiat der Wasser 
bindung nach W. Kuhn). Dariiber hinaus geht unser Interesse aber darauf 
aus, den Quellungszustand noch etwas mehr zu charakterisieren, und zwar 
durch die Art der Wasserbindung, wie sie bei einer Priifung der Festigkeit 
der Wasserbindung zum Ausdruck kommt (Intensitaét der Wasserbindung 
nach W. Kuhn). Diesem Ziele strebten verschiedene Forscher auf mannig- 
fachen Wegen zu. So z. B. van Bemmelen, Zsigmondy, Katz u. a. durch 
Aufstellung von Dampfdruckisothermen. Wo. Ostwald und Biirkheimer 
durch Feststellung der Verdampfungsgeschwindigkeit des Wassers. Dabei 
ist es gelungen, verschiedene Typen von Gallerten und Kolloiden durch die 
Intensitat ihrer Wasserbindung zu charakterisieren. Ungelist muBte aber 
die rein quantitative Frage nach dem Mengenverhiltnis bleiben, in dem 
das Wasser durch die verschiedenen Kriafte in den Gallerten verankert 
wurde. Und das ist gerade die brennende Frage, deren Lésung fiir die 
Weiterentwicklung der reinen Kolloidchemie ebenso bedeutungsvoll sein 
diirfte, wie fiir ihre Anwendung auf physiologische und pathologische 
Probleme. 


Im Jahre 1922 hat nun Max Rubner eine umfangreiche Studie iiber die 
Wasserbindung in Kolloiden und tierischen Geweben veréffentlicht, dice 
dem Ziele zustrebt, das darin enthaltene Wasser in einen freien und einen 
gebundenen Anteil zu differenzieren und die GréBe dieser Anteile zu be- 
stimmen. Von den dazu ausgearbeiteten und angewandten Methoden 
erschien uns ganz besonders das sich der Kalorimetrie bedienende Verfahren 
beachtenswert, weil es mit verhiltnisméBig einfachen Mitteln arbeitet und 
geeignet erschien, zahlenmiBige Unterlagen iiber die Wasserverteilung im 
Gewebe zu geben, und damit auch wichtigen pathologisch-physiologischen 
Problemen zu dienen. 
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Aus diesen Gesichtspunkten heraus haben wir die Methodik in 
einer groBen Anzahl von Fillen (etwa 50) zur Anwendung gebracht 
und dabei einer Nachpriifung unterzogen, deren Ergebnis im folgenden 
mitgeteilt werden soll. 

Die Rubnersche Methodik beruht, ebenso wie die von Miiller- 
Thurgau bereits im Jahre 1910 ausgefiihrten und jetzt von W. Kuhn 
der Kritik unterzogenen Versuche, auf der Voraussetzung, dab das 
an Kolloide gebundene Wasser bei Abkiihlung auf tiefe Temperaturen 
(um — 20°) nicht der Vereisung unterliegt, im Gegensatz zu dem freien 
Wasser, das dabei gefriert und infolgedessen kalorimetrisch bestimmt 
werden kann. Voraussetzung fiir die Brauchbarkeit der Methode ist 
neben obiger Pramisse zunachst, da die Bindung des Wassers durch 
die starke Abkiihlung nicht wesentliche Veriainderung erleidet. Dies 
ist aber nicht ohne weiteres als feststehende Tatsache anzunehmen. 
Wissen wir doch aus den Untersuchungen von H.W. Fischer und 
Bobertag u. a., daB Gallerte unter dem EinfluB des Gefrierens in ihrer 
physikalischen Struktur tatsachlich verandert werden. Wir werden 
damit zu rechnen haben, daB unter dem EinfluB der Kialte ein Teil 
des gebundenen Wassers wenigstens voriibergehend frei wird 
und somit bei der Bestimmung als freies Wasser imponiert. Wenn 
dies zutrifft, miissen wir uns dariiber klar sein, daB die von uns fest- 
gestellten Werte fiir das gebundene Wasser nur die Menge erfabt, 
die auch unter dem EinfluB der Kdilte noch festgehalten wird. Ohne 
diesen EinfluB hingegen wiirden wir mit einer gréBeren Menge ge- 
bundenen Wassers woh! zu rechnen haben. Wir priifen also mit der 
Rubnerschen Methodik, um mit Kuhn zu sprechen, wohl auch nur die 
Intensitat der Wasserbindung. 

Unter diesen Voraussetzungen ist die Brauchbarkeit der Methode 
nur dann gesichert, wenn es uns gelingt, festzustellen, daB die beim 
Gefrieren der Gallerten sich abspielenden Vorgiange in der Weise gesetz- 
maBig verlaufen, daB die dabei sich ergebenden Werte fiir das gebundene 
Wasser reproduzierbar sind. Dies zu erproben, mu, ganz besonders 
in Anwendung auf die tierischen Gewebe, unsere wichtigste Auf- 
gabe sein. 


Die Technik. 


Wir haben uns bemiiht, unsere Versuchsanordnungen in enge Anlehnung 
an die von Rubner erteilten Vorschriften zu gestalten. Wir halten es aber 
fiir wichtig, in Anbetracht der recht sparlichen technischen Angaben in 
der Rubnerschen Arbeit, den Gang der Untersuchung ausfiihrlich zu be- 
schreiben. 

Unser Kalorimeter besteht aus zwei ineinandergesetzten DewargefaBen, 
von denen das Innere mit einer seitlichen Einwurfséffnung versehen, einem 
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Normalthermometer mit !/y9-Gradeinteilung und einem Glasriihrer armiert 
ist. Der Gang dieses Kalorimeters ist sehr gering und betrigt bei Verwendung 
von Wasser, das die Temperatur des Versuchsraums hat, nur einige 
tausendstel Grade in der Minute. Er ist also leicht zu vernachliassigen. 
Die Warmekapazitat des Apparats ergab sich, bei einer Bestimmung nach 
Rubners Angaben durch Einwerfen von Eisstiickchen, mit 15 Cal. Die 
auf der analytischen Wage gewogenen, leicht in Stanniol gehiillten Material- 
proben wurden in Reagenzgliser gebracht und wihrend 3 Stunden in einer 
Kaltemischung von ungefahr — 20° bewahrt. Ein in die Reagenzgliser 
eingefiihrtes Normalthermometer mit '/,9-Gradeinteilung gestattete, bei 
Beginn des Versuchs die Temperatur des Versuchsmaterials abzulesen. 
Dieses wurde nach Ablesung der Temperatur rasch durch die seitliche 
Offnung in das Kalorimeter geworfen und das Sinken der Temperatur unter 
leichtem Riihren bis zum Stillstand des Meniskus beobachtet. Danach 
wurde in dem verwandten Material der Trockengehalt bestimmt. 

Die Berechnung des Ergebnisses wurde nach der Richmannschen 
Regel vorgenommen. Thr liegt folgende Uberlegung zugrunde. Um zg Eis 
von der Temperatur 7’) aufzutauen, muB es zunachst auf die Temperatur 0° 
gebracht werden. Dies erfordert, bei einer spezifischen Wiarme des Eises 
von 0,5, 

a/,. T,Cal, (1) 


das Schmelzen des Eises hingegen 
80. x Cal. (2) 


Die Erwiarmung der dabei entstandenen Wassermenge auf die Endtemperatur 
des Kalorimeters 7, verbraucht 


a.(T — 7T,)Cal, (3) 


wobei T die Anfangstemperatur des Kalorimeters zu bedeuten hat. Zu 
diesen drei Summanden tritt noch ein vierter, der die Kalorienmenge 
darstellt, welche zur Erwiairmung des nicht vereisbaren Wassers und der 
Trockensubstanz auf die Endtemperatur des Kalorimeters notwendig ist. 
Wenn wir die Gesamtmenge der Frischsubstanz mit a und seine spezifische 
Wiirme mit s bezeichnen, so ergibt sich dafiir der Wert 


(a.s — x).(T, + T4). (4) 


Die Summe dieser vier Summanden gibt die Wiirmemenge an, die bei dem 
SchmeizungsprozeB verbraucht wurde, und ist gleich zu setzen der Wiirme 
menge, die von dem Kalorimetersystem mit der Kapazitit C abgegeben 
wurde. Sie betrigt 

C.(T — 7). (5) 


Daraus ergibt sich schlieBlich fiir die Menge des vereisten Wassers der 


Wert X: 
x C.(T — T,) —a.28.(T, + T,) 


T 
isin 0 
2 
In diesem Ausdruck ist 7, mit positivem Vorzeichen einzusetzen. Der 
Gesamtwassergehalt der Materialprobe, vermindert um die Menge 2 des 
vereisbaren Wassers, ergibt die gesuchte Menge des gebundenen Wassers. 
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Versuche. 


Zuniachst haben wir 
die bereits von Rubner 
an Laminaria vorgenom- 
menen Quellungsstudien 
wiederholt und etwas 
erweitert. Wir bedien- 
ten uns dabei eines 
Materials aus unbearbei- 
teten Laminariastengeln 
mit 62 Proz. Trocken- 
substanz. Die Trocken- 
substanz enthielt im 
Durchschnitt 16,97 Proz. 
Asche. 

Versuch 1 bis 3. 
2,7262g und 2,3464g 
Rohlaminaria wurden in 
destilliertem Wasser mit 
einem Pg von 5,5 gelegt 
und hatten nach 5 Stun- 
den ein Gewicht von 
4,0599 und 3,4648g an- 
genommen. Dies ent- 
spricht einem absoluten 
Wassergehalt von 58,1 
und 58,2 Proz. Der Ge- 
frierversuch ergab 21,1 
und 18,9 Proz. vereis- 
bares Wasser. 

Danach wurden die 
gleichen Stiicke noch- 
mals in das_ gleiche 
Wasser gebracht und 
nach insgesamt 19 Stun- 
den Quellzeit gewogen. 
Ihr Gewicht betrug jetzt 
6,8578 und 5,8376 g mit 
75,3 Proz. Wasser. Der 
Gefrierversuch ergab nun 
48,8 und 50,5 Proz. ver- 
eisbares Wasser. Durch 
Wiederholung des Ver- 
suchs priiften wir nun, 
wieweit die erhobenen 
Werte zu reproduzieren 
seien. Gleichzeitig gaben 
wir zwei Stiicke von 
dem gleichen Material 
zur Quellung in ganz 
schwache Kalilauge von 
Py 8,0. Der Verlauf der 
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Gefrierversuche soll hier unter Hinweis auf die Protokolle nicht ausfiihrlich 
erértert werden. Sie werden nach den obigen Ausfiihrungen nach Tabelle I 
verstindlich sein, ebenso wie die Versuche 3, die in stark essigsaurem 
Milieu vorgenommen wurden (Tabelle I). 


Zusammenfassend kénnen wir sagen, daB die Werte fiir das gebundene 
Wasser mit einer Fehlerbreite von ungefahr 10 Proz. zu reproduzieren sind. 
Im alkalischen Milieu geht die Wasseraufnahme etwas rascher vonstatten, 
erreicht nach 24 Stunden ihr Maximum und zeigt eine deutliche Steigerung 
der Wasserbindung im Vergleich zu der Quellung in destilliertem Wasser 
vom py 5,5. In stark essigsaurem Milieu liegen die Dinge anders. Hier 
ist am Ende der Quellung die gesamte Menge der Quellfliissigkeit, ebenso 
wie die des gebundenen Wassers geringer als in destilliertem Wasser. 


Versuch 4 und 5. Die folgenden Versuche wurden mit kauflichem 
Gelatine- und Agarmaterial angestellt. Von einer hochprozentigen Lésung 
wurden durch Verdiinnung mit gleichen Mengen verschieden starker Salz- 
siture Gelatinelésungen von unterschiedlichem Sauregehalt hergestellt 
und unter gleichen Bedingungen zum Erstarren gebracht. Die daraus 
entnommenen Proben ergaben die in Tabelle II wiedergegebenen Werte 
(Tabelle IT). Den Vergleich einer Gelatine mit einer Agargallerte ergibt 





Tabelle 1]. 
. Auf 1g 
Vv Material pa » Freies Wasser ign Trockensubstanz 
ersuch Materia asser asser geb. Wasser 
Proz. Proz. Proz. 8 
fa Gelatine 7 | 60,5 | pc ese 
Pu 5,3 7,0 65.1 ; 82,8 242 1,86 
4b Gelatine 60,7 | 7 ° e 
Dy 42 86,4 59.8 | 60,25 26,2 1,92 
4e Gelatine vs 60,9 | - ove ° 
7 87,1 581 | 59.5 27,6 214 
4d Gelatine 9 53,4 ° e420 
blaut Kongo stark 86,7 55.6 54,5 32,3 2,43 


Tabelle II. Sie l4Bt erkennen, daB eine Agargallerte im Vergleich mit 
einer Gelatinegallerte von ungefaéhr gleichem Gehalt an Trockensubstanz 
einen wesentlich héhern Prozenteatz gebundenen Wassers aufweist. Wahrend 


Tabelle ITT. 





Auf 1g 


Gesamt- . Gebundenes 
Versuch Material Wasser — Preles Wesese Wasser ae 
Proz. Proz. Proz. rn 
| 
5b Gelatine 92,4 73,5 18,9 2.48 
Py 55 92,3 74,4 179 2,32 
Sa Agar 941 | 69,9 24,2 4,10 
Py 5.5 94,1 69,2 24.9 4,20 


12° 
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sich in Versuchen mit Laminarina gut reproduzierbare Werte fiir das ge- 
bundene Wasser erzielen lieBen, konnten wir fiir Gelatine dies nicht in 
befriedigender Weise erreichen. Wir glauben allerdings zunichst nicht dies 
der Methode zur Last legen zu diirfen, weil es ja bekannt ist, da®B der 
physikalische Zustand einer Gelatinegallerte sehr von ihrer Vorbehandlung 
abhiingig ist. Und es diirfte nur schwer méglich sein, diese fiir zwei nach- 
einander hergestellte Gallerten véllig gleich zu gestalten. Immerhin wird es 
zweifellos weiterer Untersuchungen bediirfen, um den Wert oder Unwert 
der Methode auch fiir dieses Material zu erweisen. 


Versuch 6 bis 13. In Fortsetzung obiger Versuche haben wir uns dann 
der Bearbeitung tierischer und menschlicher Muskulatur gewidmet, in 
Analogie mit den schon von Rubner angestellten Versuchen. Wir hielten 
es von Bedeutung, insbesondere fiir das spiitere Studium pathologischer 
Verhiiltnisse, festzustellen, wie die Wasserbindung sich in tierischer und 
mensehlicher Muskulatur unmittelbar nach dem Tode darstellt ; wir muBten 
danach streben, dafiir Normalwerte zu gewinnen, zumal aus den Aus- 
fiihrungen Rubners nicht hervorgeht, wie lange nach dem Tode die von ihm 
verwandten Proben dem Versuchstier entnommen worden sind. Im Zu- 
sammenhang damit muSte weiterhin studiert werden, welchen Einflu® 
die nach dem Tode einsetzenden Prozesse auf die Wasserbindung in der 
Muskulatur auszuiiben imstande sind. Die Klarung dieser Frage erscheint 
von besonderem Interesse im Hinblick auf die Genese der Totenstarre, die 
ja mit einer Quellung der Muskeleiwei®kérper in Verbindung gebracht 
wird. Bei der Ausfiihrung der Versuche hielten wir uns an die gleiche 
Methode, die oben beschrieben wurde. Neben Trockensubstanzbestimmungen 
wurden Fettbestimmungen vorgenommen, der Wassergehalt auf fettfreies 
Material berechnet und als Endwert das Mittel aus drei, mindestens zwei 
Bestimmungen genommen. Die Versuchstiere wurden durch Nackenstich 
rasch getétet und entblutet, das Material noch lebenswarm entnommen 
und sofort nach Feststellung des Gewichts auf der analytischen Wage so 
rasch als eben méglich eingefroren. Fiir die spezifisehe Wiarme der Musku- 
latur wurde der von Rubner ermittelte Wert von 0,83 bei einem Wasser- 
gehalt von 79 Proz. zugrundegelegt (Tabelle TV). 

Die in Tabelle 1V zusammengestellten Ergebnisse lassen erkennen, 
daB mit zunehmendem Alter die Menge des gebundenen Wassers abnimmt, 
daB die mit der Entwicklung fortschreitende Abnahme des Wassergehalts 
der Gewebe im wesentlichen auf Kosten des gebundenen Wassers geht, 
das sich bei Berechnung auf | g Trockensubstanz allmahlich dem Werte | 
nihert. Zu diesem Zahlenwerte sind wir auch bei der Untersuchung eines 
9jahrigen und eines 11,4 jaéhrigen Kindes gekommen. Leider ist es uns 
bisher nicht méglich gewesen, dlteres Tier- oder Menschenmaterial heran- 
zuziehen. Es wiire wohl méglich, da®B dabei noch niedrigere Werte fiir das 
gebundene Wasser ermittelt wiirden. Dies kénnte auch erkliren, daB die 
von Rubner ermittelten Zahlen fiir das gebundene Wasser in ,,frischem 
Fleisch (totes Material)‘ mit 0,75 ¢ auf 1 Teil Trockensubstanz angegeben 
werden. 

Fiir die Bewertung obiger Ergebnisse ist es wichtig, den EinfluB post- 
mortaler Veriinderungen, insbesondere der Séurebildung im Muskel, auf 
die mit Rubners Methode zu erzielenden Ergebnisse zu studieren. Nachdem 
hauptsiichlich auf Grund der Untersuchungen Fiirths und seiner Schule 
die Totenstarre als ein vermehrter Quellungszustand kontraktiler Elemente 
infolge postmortaler Milchsiureanhiufung in der Muskulatur gedeutet 
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Tabelle 1V. 





e Gesamt: Freies Gebundenes ,. Auf 1¢ 
Vers Materiel Wass iiaid Wass Trockensubstan7 
ont Matera asser asser asser geb HO 
Proz. Proz. Proz. g 
6 Neugeborener Hund, 
48 Std. alt (Wurf 1) 85.7 59.0 23.7 186 
7 Hund, 3 Wochen alt 
(Wurf 1) 83,8 604 23.4 144 
8 Hund, 4 Wochen alt 
(Wurf II) 83.3 59.7 23.6 » 140 
9  Mehrere Monate alter 
Hund (Wurf ITT) 79,3 55,1 24,2 116 
10 Desgl. (Wurf 1V) 82.0 62,9 191 106 
1] Desgl. (Wurf V) 797 58.3 214 1,05 
12. Junges Meerschweinchen, 
160 g 816 615 20,1 1.09 
13. Altes Meerschweinchen, 
600 g 79,6 60.5 19,2 0.4 


wird, erscheint diese Aufgabe ganz besonders reizvoll, weil sie gleichzeitig 
einen Versuch darstellt, der Lésung des Totenstarreproblems auf dem 
Wege ko!lloidchemischer Methodik naiherzukommen. Wir sind dabei zu- 
niichst so vorgegangen, da8 wir in der Muskulatur von Kinder- und Tier- 
leichen sofort nach dem Tode die Menge des gebundenen Wassers bestimmten. 
Die Leichen wurden danach an kiihlem Orte aufbewahrt. Nach FEintritt 
der Totenstarre wurde dann mit der analogen Muskulatur der anderen 
Extremitat die gleiche Untersuchung vorgenommen. Dabei konnten wir 
aber keine Unterschiede in der Wasserbindung, sondern nur die gute Re- 
produzierbarkeit der im ersten Versuch erhaltnen Werte ermitteln. Wir sind 
darauf dazu itibergegangen, die Tiere nach Entnahme der ersten Probe 
fiir mehrere Stunden im Brutschrank bei 37°C aufzubewahren, in der 
Vorstellung, dadurch die Milchsiurebildung und den Eintritt der Toten- 
starre nicht nur zu beschleunigen, sondern auch zu verstarken. Das Ergebnis 
dieser Versuche ist in Tabelle V auszugsweise zusammengestellt. Sie er- 
gaben, daB der Nachweis einer Anderung der Wasserbindung mit dem 
Eintritt der Totenstarre auch unter diesen verinderten Bedingungen nicht 
immer gelingt. In den meisten Fallen fanden wir fiir den totenstarren 
Muskel die gleichen Werte wie fiir den frischen. Nur in Versuch 14 und 15 
lieB sich in gut iibereinstimmenden Werten eine weit iiber die Fehlergrenzen 
der Einzelbestimmungen hinausgehende Anderung nachweisen. Wir sind 
nicht in der Lage, uns ein klares Bild von den Ursachen dieses wechselvollen 
Verhaltens zu machen. Vielleicht ist daran nur die relativ geringe Empfind- 
lichkeit unserer Methodik schuld. Wir halten es aber nicht fiir ausgeschlossen, 
daB es gelingen kénnte, bei jedem einzelnen Tiere eine Anderung des Wasser- 
bindungsgrades im Verlauf der Totenstarre nachzuweisen, wenn es mdglich 
wire, den Punkt maximalster Wasserbindung fiir unsere Bestimmung 
heranzuziehen. Bei der Uniibersichtlichkeit der den Eintritt und Verlauf 
der die Totenstarre bedingenden Umstinde wird es stets schwierig sein, 
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Tabelle V 
ti Gesamts Freies Gebundenes T pass ae 
wriee Material Wasser Wasser Wasser ecb. He O “ 
Proz. Proz. Proz. g 
15 .Meerschweinchen, sofort 59.4 | 
nach dem Tode 79.6 58.9 ' 60.5 19,1 0,94 
63,1 
Nach 2stiind. Aufenthalt 55,9 | 
im Brutschrank 798 564'565 23.3 115 
° 57.4 
16 Hund, sofort nach dem 62,4 | 
Tode 82.0 65,0 ' 62.9 19,1 1.06 
61.4] 
Nach 5stiind. Aufenthalt 53.3 
im Brutschrank 81,7 506 6 1. 4 20.8 1,63 
17 Hund, sofort nach dem mid 
Tode 79.3 55,1 24,2 116 
56°4 | 
Nach 5stiind. Aufenthalt 56.4 
im Brutschrank 78.8 52.7 54.7 41 LI 
54.9 | 


gerade dieses Maximum aufzufinden. Miissen wir uns doch dariiber klar 
sein, daB die Wiirme nicht nur das Eintreten, sondern auch die Lésung 
der Starre beférdert, daB folglich das Maximum in seinem zeitlichen Verlauf 
verkiirzt wird. Zur weiteren Klirung haben wir noch einen Versuch an- 
geschlossen, der seine Entstehung der Beobachtung verdankt, daB lebens- 
warm rasch eingefrorene Muskulatur beim Auftauen momentan in starren 
Zustand gelangt. Und zwar ist die dabei auftretende Starre wesent- 
lich intensiver, als sie unter gewéhnlichen Umstiinden zu beobachten ist. 
Man pflegt diese schon seit Herrmann bekannte Beobachtung durch eine 





Tabelle VI. 
Gesamt- Freies Gebundenes Aut 1g 
Vew Material Wasser Wasser Wasser Trockencubetens 
such geb. Wasser 
Proz. Proz. Proz. 8 
18 Hund, sofort nach dem y 59,4 | 
Tode eingefroren | 99.7 — 8 58.3 214 1,05 
94 
Nach 2stiind. Aufenthalt 
im Brutschrank 793 Fe 30's | 56: 2 23.1 11 


Sofort nach dem Tode 

eingefroren; nach 4 Std. 

aufgetaut und nochmals 
i] eingefroren 81,0 sa; '8 4 546) 264 1,38 


i 52.2 














— 
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mit dem Auftauen explosionsartig in Gang kommende Milchsaurebildung 
zu erklaren. Daran ankniipfend haben wir Muskelproben untersucht, die, 
sofort nach dem Tode entnommen, zunichst fiir mehrere Stunden vereist 
und dann wieder aufgetaut wurden. Nachdem wir uns iiberzeugt hatten, 
daB sich die Muskelstiicke nach dem Auftauen fest kontrahiert anfiihlten, 
wurden sie nochmals vereist und kalorimetrisch verarbeitet. Auf diesem 
Wege gelingt der Nachweis einer Anderung der Wasserbindung im Zustande 
der Starre mit gréBerer Sicherheit (Tabelle V1). 


Zusammenfassung. 


1. Die Nachpriifung der von Rubner ausgearbeiteten  kalori- 
metrischen Methodik zur Bestimmung des freien und gebundenen 
Wassers in Kolloiden hat, insbesondere in Anwendung auf tierische 
Gewebe, die gute Reproduzierbarkeit der Werte ergeben. Diese selbst 
dirfen zunachst nicht als ein direktes MaB fiir die tatsichlich im Leben 
vorhandene Menge gebundenen Wassers, sondern nur als Ausdruck 
der Intensitét der Bindung angesehen werden. Im Leben wird die 
Menge des gebundenen Wassers wahrscheinlich gréBer sein, als die 
mit der Gefriermethode ermittelten Werte angeben. Diese sind in- 
folgedessen nicht als absolute, sondern nur als relative Werte an- 
zusehen, die allerdings Riickschliisse auf die tatsichlichen Verhiltnisse 
zulassen. 


2. Bei neugeborenen Tieren ist die Menge des gebundenen Wassers 
wesentlich gréBer als bei alteren Tieren. Mit dem fortschreitenden 
Wachstum geht nicht nur eine Verminderung der Gesamtmenge des 
Gewebswassers einher, es findet vielmehr gleichzeitig eine Veranderung 
der physikalischen Struktur der Gewebskolloide im Sinne einer 
Verminderung des an die Protoplasmakolloide gebundenen Wassers 
statt. 


3. Der Nachweis einer vermehrten Wasserbindung im toten- 
starren Muskel im Vergleich mit frischem Material gelingt mit der 
Gefriermethode nur unter Einhaltung bestimmter Versuchsbedin- 


gungen. 
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Protokolle zu Versuch 1 bis 3. 








Ver: An dt -n = 
phe I lenge . To T ry 
la 4,0599 —178 20,48 18,13 iii a 
3.4648 —170 19'81 17.91 Protok. Nr. 29 
ib 6,8578 — 168 19,88 14,08 in 
5.8376 — 186 17.96 13.10 » » 
Qn 4,1194 — 17,6 17,5 15,13 - 
3.6750 — 168 18.08 16,06 » on 8 
21 7.2534 —173 18,7 12,33 - 
6.2178 —171 17.92 12'69 » » 3 
2 3,4940 — 17,55 18,7 12,33 - 
38144 15.9 17.2 14:90 > oo * 
2d 6,0135 — 17,15 17,45 12,25 os 
6.6538 — 178 16.93 11,35 » 2 & 
3a 4.0333 — 20,3 21,93 18,87 a 
3.6658 — 21/2 21/46 18.70 ee in 
3b 6,5634 — 210 18,61 12,70 - 
7.2008 — 200 18.56 12/10 » » 3 
Be 3,6080 — 20.2 20,95 18,98 a 
3d 5.2490 —214 19,11 15,3 pai” 1a 


Protokolle zu Versuch 4 und 5. 





Ver. A dte * P 
coch | Menge To r 1 
fa 32874 215 «| = 19,75 16,35 - 
23538 —211 | 1895 15,9 Frotek. Mr. 60 
th 33,1948 — 209 18,35 15,11 i 
27576 = 211 16.93 14,18 > 
4e 28363 —209 19,19 16,26 ine 
37308 «= — 20.9 18,0 14/33 > 
4d 36892 —211 18,15 14,67 i. 
33902  —21'3 18,50 15,20 > 9” 
Sa (68086 — 196 17,64 12,02 ” 
60957 | — 19,45 1819 | 11.76 oa 
sb | 51549 | — 19,1 18,90 13,20 "= 


2.8327 — 184 19,66 16,40 ” , 



































Wasserbindung in Kolloiden und tierischen Geweben. 


Protokolle zu Versuch 6 bis 13. 
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na Ty r 5 | ae 
6 5,3092 — 210 21,04 15,7 60.1 Protok. Nr. 38 
5.4798 — 204 19.39 14,09 582 
5.1457 — 20,0 18,89 13,95 59.2 
7 2.1242 — 20,9 17.4 15.3 619 a . 44 
2.4904 —- 21,4 17,0 14.6 59.8 
2.3532 —2),1 17,53 15,26 59,6 
8 3.5791 —213 20,6 17,09 58,7 ‘ , & 
3,7164 — 20.6 21.01 17,35 59,3 
3.3582 — 205 20,3 16,96 61,1 
9 2.7830 — 216 20,02 17,31 59,4 a: i 
2.9124 — 21,0 19,53 16,79 56.8 
2.5758 — 208 19,19 16,71 594 
10 40176 — 215 18.01 14,50 54.0 a — 
3,8570 — 215 17,99 14,59 55.0 
3.8300 — 215 18,45 15,02 564 
ll 3,8708 — 205 18,94 15,38 62,4 - , 42 
4.6317 — 21,1 19.13 14,50 65,0 
3,7530 — 209 17,84 14,22 614 
12 3,5185 — 18,6 23,83 20,31 618 . ~ & 
3,6745 — 172 23.5 19.91 60,9 
3.3469 — 183 23,49 20,15 61,8 
13 5,5558 — 16,6 21,1 16,0 58,9 _ . 20 
3.1457 — 17,15 21,02 18,03 59.4 
Protokolle zu Versuch 15 bis 17. 
Vers Angewandte r r T Freies 
such enge 0 1 Wasser 
l5a 6,7640 — 17,98 21,19 14.78 615 Protok. Nr. 20 
3,1457 — 17,15 21,02 18,03 578 
5,5588 — 16.60 2110 =: 16.0 57,3 
l5b 58876 - 17,35 20,94 15,59 6.7 “ , 20 
2.8536 — 18,6 20,25 17,60 540 
6,1460 -167 21,0 15,47 56,0 
I6a 3.8708 - 20.5 18,94 15,38 62.4 a ~ a 
4.6317 — 21,1 19,13 14,50 65.0 
3.7530 — 20,9 17,84 14,22 61,4 
l6b 3.9221 — 20,5 14.9 11,55 53,3 = 37 
4.2014 — 20,7 174 13,78 50.6 
l7a 4.0176 -215 18.01 14,50 54.0 " 41 
3.8570 — 215 17,99 14.59 55.0 
3,8300 —215 18,45 15,02 564 
l7b 3.4443 - 20.4 18,39 15,32 56.4 a> La 
4,0097 — 21,0 28,21 14,73 52,7 
4.0045 — 21,1 17,80 14.25 549 
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Protokolle zu Versuch 18. 





Vere A andt - . , Freies 

cua _ ° To ’ a Wasser 

lSa 2.7830 — 21,6 20,02 17,31 59.4 Protok. Nr. 42 
2.9124 - 21,0 19,53 16,79 56,8 
2.5758 — 20,8 19,19 16,77 59,4 

I8b 2.8238 —- 20,3 17,45 14,91 55,7 = » 42 
3,1762 — 21,4 17,09 14,20 56,8 

18e 3.3732 —215 16,95 13,90 55,9 - » 42 
2.8965 — 20,8 18,11 15,47 54.8 
2.9654 — 20,5 17,81 15,19 52,2 





